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ABSTRAK 
  
Nama  : Heriati Alwi 
Nim  : 70100113025 
Jurusan : Farmasi 
Judul  : Validasi Metode Analisis Flavonoid dari Ekstrak Etanol Kasumba  
  Turate (Carthamus tinctorius L.) secara Spektrofotometri UV-Vis 
 
Telah dilakukan penelitian mengenai validasi metode analisis flavonoid dari 
ekstrak etanol kasumba turate (Carthamus tinctorius L.) secara spektrofotometri Uv-
Vis. Validasi metode analisis merupakan suatu tindakan penilaian terhadap parameter 
tertentu. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui metode penentuan kadar 
flavonoid dari ekstrak etanol kasumba turate memenuhi kriteria validasi metode 
analisis yaitu batas deteksi, batas kuantitas, linearitas, presisi, dan akurasi secara 
spektrofotometri uv-vis. Dengan pengukuran panjang gelombang maksimum 442 nm. 
Hasil penelitian menunjukkan nilai parameter validasi untuk metode spektrofotometri 
terhadap ekstrak etanol kasumba turate adalah % perolehan kembali sebesar 
100,941%; nilai koefisien variasi yaitu 0,186% koefisien kolerasi (r) 0.998, koefisien 
fungsi  regresi (Vx0) yaitu 4,0625 %; batas deteksi sebesar 0,01234 ppm, dan batas 
kuantitas sebesar 0,04128 ppm. Berdasarkan hasil penelitian tersebut, metode 
spektrofotometri UV untuk ekstrak etanol bunga kasumba turate telah memenuhi 
standar validasi dan dinyatakan valid. 
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ABSTRACT 
 
Name  : Heriati Alwi  
Reg. Number : 70100113025 
Department : Farmasi 
Title of thesis  : Validation Methods of Flavonoid Analysis from Ethanol Extract 
     Kasumba Turate (Carthamus tinctorius L.) by Spectrophotometry  
    UV-Vis 
 
 
 The research which have been made the validation method of flavonoid 
analysis from ethanol extract kasumba turate (Carthamus tinctorius L.) by 
spectrophotometry Uv-Vis. Validation of the method of analysis is an assessment of 
certain parameters. The aim of this research is how to know the method of 
determining the level of flavonoid from ethanol extract kasumba turate met the 
validation method of analytical criteria that is limit of detection, limit of quantity, 
linearity, precision, and accuration by spectrophotometric uv-vis. With the 
measurement of wave length of 442 nm. The results of this reaserch shows the value 
of parameter validation for  spectrophotometric method on ethanol extract of 
kasumba turate. The result of  % recovery of 100,941%; Value of coefficient of 
variation was 0.186% coefficient of correlation (r) 0.998, regression function 
coefficient (Vx0) was 4.0625%; The limit of detection 0.01234 ppm, and the limt of 
quantity was 0.04128 ppm. Based on the result of this research, spectrophotometric 
UV-Vis method for ethanol extract kasumba has met validation standard and stated 
valid. 
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BAB 1 
PENDAHULUAN 
A. Latar Belakang 
Indonesia adalah salah satu negara yang memiliki keajaiban dunia dalam 
keanekaragaman hayati bahkan dalam sumber daya hutan tropika, luas 
kawasannya menempati urutan ketiga sesudah Brasil dan Zaine yang memiliki 
keanekaragaman hayati terkaya di dunia (Supriadi, 2001). 
Sekitar 30.000 jenis tumbuhan berada dan hidup di Indonesia, banyak 
diantaranya mengandung obat. Tumbuhan obat dan obat tradisional merupakan 
aset nasional yang perlu terus digali, diteliti, dikembangkan dan dioptimalkan 
pemanfaatannya. Kecenderungan masyarakat dunia untuk “Back to Nature” 
dengan indikasi utama peningkatan kebutuhan produk-produk konsumsi untuk 
kesehatan dari bahan alam, merupakan peluang besar bagi pengembangan 
tanaman obat dan obat tradisional Indonesia (Hakim, 2002) 
Tumbuhan seperti kasumba turate dan tumbuhan lainnya mengandung 
senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid, alkaloid, steroid, terpenoid, 
saponin dan lain-lain. Senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam tumbuhan 
merupakan zat bioaktif yang berkaitan dengan kandungan kimia dalam tumbuhan, 
sehingga sebagian tumbuhan dapat digunakan sebagai bahan obat. Tanpa adanya 
suatu senyawa bioaktif dalam tumbuhan secara umum tumbuhan tersebut tidak 
dapat digunakan sebagai obat (Adikara, 2013). 
Kandungan dari Carthamus tinctorius L. Ialah flavonoid yang terdiri dari 
chalcones, carthamin, carthamone, dan lignin (Cai, Luo, Sun, Corke, 2003). 
Analisis kimia dari esktrak bunga kasumba turate mengungkapkan konstituen 
utama ialah carthamin, carthamone, neo-chartamin, nona-cosane, zat warna 
1 
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kuning saflower, safflomin A, dipalmitin, adenosid, beta-sitosterol, dan 
polisakarida (Wijayakusuma, 2008). 
Validasi metode analisis merupakan suatu tindakan penilaian terhadap 
parameter tertentu berdasarkan percobaan laboratorium, untuk membuktikan 
bahwa parameter tersebut memenuhi persyaratan untuk penggunaannya (Harmita, 
2004). Dengan menggunakan sampel yang telah diketahui (atau setidaknya telah 
dihitung sebelumnya) nilai parameter suatu produk validasi dapat memberikan 
informasi yang berguna mengenai akurasi, presisi, linearitas, dan karakteristik 
lainnya dari kinerja suatu metode yang sehari-hari digunakan pada sampel yang 
tidak diketahui. Sebagai tambahan, Validasi dapat digunakan untuk 
mengidentifikasi sumber variabilitas yang tidak diinginkan. (Torbeck L.D, 2007).  
Validasi ulang perlu dilakukan meskipun validasi sebelumnya 
menghasilkan data yang sesuai dengan kriteria penerimaan, karena metode yang 
dinyatakan valid pada kondisi tertentu belum tentu valid pada kondisi lain karena 
peralatan dan pereaksi yang digunakan, analisis yang mengerjakan dan 
sebagainya. Parameter validasi yang ditetapkan pada penelitian ini antara lain: 
Limit of detection (LOD), Limit of Quantitation (LOQ), linearitas, Presisi, dan 
akurasi 
Menurut Mulja dan suharman (1995), penetapan kadar dapat dilakukan 
secara analisis instrumen menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis. Alasan 
menggunakan metode spektrofotometri UV karena berdasarkan penelitian fitriadi 
(2014) kasumba turate dalam sediaan cair dapat ditetapkan kadarnya secara 
spektrofotometri ultraviolet. Selain itu menurut Hanne (2002) menggunakan 
metode spektrofotometri UV-Vis terdapat banyak keuntungan yaitu lebih mudah, 
cepat dan spesifik untuk analisis zat uji. 
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Telah dilakukan penelitian tentang analisis kadar flavonoid total dalam 
ekstrak etanol kasumba turate (Carthamus tinctorius L.) secara spektrofotometri 
UV-Vis. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar senyawa flavonoid total 
dalam sediaan cair kasumba turate serta untuk memenuhi standarisasi produk 
sediaan obat herbal. Hasil penelitian menunjukkan kadar flavonoid total sebesar 
0,673%. Penggunaan metode tersebut perlu divalidasi untuk membuktikan bahwa 
metode spektrofotometri UV-Vis ini memenuhi parameter untuk penerapan 
dengan analisis flavonoid kasumba turate (Carthamus tinctorius L.). 
Tumbuhan sangat bermanfaat bagi manusia diantaranya, tumbuhan dapat 
membersihkan udara, tumbuhan dapat membuat lingkungan sejuk, tumbuhan juga 
dapat dikonsumsi baik sebagai bahan makanan maupun sebagai bahan obat. 
Khasiat yang terdapat dalam tumbuhan yang berfungsi sebagai pengobatan juga 
sangat beragam tergantung dari senyawa yang terkandung dalam tumbuhan 
tersebut. Hal ini sebagaimana disebut dalam Q.S Ali-Imram/3: 190-191, Allah 
Subhanahu Wa Ta‟ala, berfirman: 
                         
                        
                            
Terjemahnya: 
Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya 
malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal, 
(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau 
dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan 
langit dan bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau 
menciptakan Ini dengan sia-sia, Maha Suci Engkau, Maka peliharalah 
kami dari siksa neraka (Kementerian Agama RI, 2012 : 140-141). 
 
 Tiada sia-sia segala sesuatu yang telah diciptakan Allah swt. Di dunia ini 
dari yang kecil hingga yang besar. Allah menciptakan makhluk hidup yang 
meliputi tumbuh-tumbuhan untuk dimanfaatkan manusia, bagi mereka yang 
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berfikir. Allah sendiri yang akan menjaga segala sesuatu yang telah ia ciptakan 
agar tetap hidup. Contoh tumbuhan yang baik yang sesuai dengan ayat diatas 
adalah tumbuhan kasumba turate (Carthamus tinctorius L.) 
Berdasarkan latar belakang di atas, maka pada penelitian ini akan 
dilakukan validasi metode analisis flavonoid dari ekstrak etanol kasumba turate 
(Carthamus tinctorius L.) secara Spektrofotometri Uv-Vis. 
B. Rumusan Masalah 
Berdasarkan latar belakang maka dapat dirumuskan masalah penelitian 
berikut: 
1. Berapa kadar flavonoid total dalam ekstrak etanol kasumba turate 
(Carthamus tinctorius L.) dengan metode kolorimetri secara Spektrofotometri 
Uv-Vis? 
2. Apakah metode penentuan kadar flavonoid dari ekstrak etanol kasumba turate 
(Carthamus tinctorius L.) memenuhi kriteria validasi metode analisis (Limit 
Of Detektion, Limit Of Quantitation, Linearitas, Presisi, Akurasi) secara 
Spektrofotometri Uv-Vis? 
C. Definisi Operasional dan ruang lingkup penelitian 
1. Defisinisi Operasional 
a. Ekstrak etanol adalah bahan yang diperoleh dengan mengektaksi senyawa 
aktif dari simplisia kasumba turate (Carthamus tinctorius L.) menggunakan 
pelarut etanol 70%, kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan. 
b. Ekstraksi kasumba turate (Carthamus tinctorius L.) merupakan hasil ekstrak 
yang dibuat dengan mengektraksi menggunakan pelarut etanol 70% dengan 
metode maserasi, lalu pelarutnya diuapkan dan didapat ekstrak kental. 
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c. Flavonoid total adalah jumlah kandungan total senyawa flavonoid yang 
berasal dari kasumba turate (Carthamus tinctorius L.) dengan metode analisis 
kuantitatif menggunakan Spektrofotometri Uv-Vis. 
d. Analisis kuantitatif flavonoid dapat dilakukan dengan menggunakan 
Spektrofotometri UV-VIS untuk mengidentifikasi struktur flavonoid. Flavonoid 
mengandung sistem aromatis yang terkonjugasi dan dapat menunjukkan pita 
serapan kuat pada daerah Uv-Vis. 
e. Validasi metode analisis merupakan suatu tindakan penilaian terhadap 
parameter tertentu, berdasarkan percobaan laboratorium, untuk membuktikan 
bahwa parameter tersebut memenuhi persyaratan untuk penggunaannya.  
f. Spektrofotometri UV-Vis merupakan metode yang digunakan untuk menguji 
sejumlah cahaya yang diabsorbansi pada setiap panjang gelombang di daerah 
ultraviolet dan tampak. 
2. Ruang Lingkup Penelitian 
Ruang lingkup penelitian ini adalah validasi metode analisis flavonoid dari 
ekstrak etanol kasumba turate dengan metode kolorimetri menggunakan standar 
kuersetin secara spektrofotometri UV-Vis. 
D. Kajian Pustaka 
Anita Tri Handayani (2011) dalam jurnal Fakultas Farmasi Universitas 
Surabaya tentang “Validasi Metode dan Penetapan Kadar Flavonoid Total dalam 
Ekstraksi Air Daun Sendok (Plantago major L) Hasil Ekstraksi dengan 
Perebusan, Ultrasonik, dan Microwave”. Penetapan kadar flavonoid total 
dilakukan dengan menggunakan pereaksi AlCl3 secara spektrofotometri UV-Vis 
dan kadarnya dinyatakan sebagai % Catechin Equivalent (CE). Dari hasil validasi 
diperoleh LOD dan LOQ masing-masing 0,74 bpj dan 2,47 bpj. rhitung  dan Vxo 
ditetapkan untuk menentukan linearitas, masing-masing adalah 0,9987 (>rtabel = 
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0,7540) dan Vxo = 3,31%. Akurasi dan presisi ditunjukkan dari nilai % recovery 
dan KV. Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa metode penetapan 
kadar flavonoid dalam ekstrak air daun sendok telah tervalidasi. 
Fitriadi Sutir (2014) dalam jurnal Program Studi Farmasi Fakultas Farmasi 
Universitas Hasanuddin tentang “Analisis Kandungan Senyawa Flavonoid Total 
dalam Sediaan Cair Kasumba Turate (Carthamus tinctorius L) secara 
Spektrofotometri Uv-Vis”. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar 
senyawa flavonoid total dalam sediaan cair kasumba turate serta untuk memenuhi 
standarisasi produk sediaan obat herbal. Penelitian ini dilaksanakan dalam dua 
tahap yaitu analisis kualitatif flavonoid yang dilakukan melalui uji pendahuluan 
flavonoid pada lempeng kromatografi lapis tipis dan analisis kuantitatif dengan 
spektrofotometri Uv-Vis. Hasil penelitian menunjukkan kadar flavonoid sediaan 
cair kasumba turate lebih besar dibandingkan pada infusa bunga kasumba turate. 
Kadar senyawa flavonoid diperoleh sebesar 0,699% dan kandungan flavonoid 
infusa bunga kasumba turate diperoleh sebesar 0,673% dihitung sebagai kuersetin. 
Laras Andria Wardani (2012) dalam jurnal Fakultas Matematika dan Ilmu 
Pengetahuan Alam Universitas Indonesia tentang “Validasi metode Analisis dan 
penentuan kadar vitamin c pada minuman buah kemasan dengan spektrofotometri 
UV-Vis”. penelitian ini dilakukan untuk analisis vitamin C pada minuman buah 
kemasan. Parameter metode validasi dalam penelitian ini meliputi uji presisi, uji 
linearitas, uji selektifitas, batas deteksi, batas kuantifikasi, uji sampel dan uji 
akurasi. Hasil penelitian didapat panjang gelombang yang terpilih untuk asam 
askorbat adalah 243 nm untuk 30 s/d 100 ppm dan 265 nm untuk 30 s/d 0 ppm. 
Hasil analisis data untuk linearitas didapatkan koefisien relasi (r) pada 265 nm 
yaitu 0,997%  dan pada 243 nm yaitu 0,998%. LOD = 0, 607 ppm dan LOQ = 
2,024 ppm. Akurasi dari metode ini ditentukan berdasarkan hasil perolehan 
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kembali dengan metode spike standar sedangkan presisi dihitung berdasarkan 
simpangan baku relatif. 
E. Tinjauan dan Manfaat penelitian 
1. Tujuan penelitian 
a. Untuk mengetahui kadar flavonoid total dalam ekstrak etanol kasumba turate 
dengan metode kolorimetri secara Spektrofotometri Uv-Vis. 
b. Untuk mengetahui metode penentuan kadar flavonoid dari ekstrak etanol 
kasumba turate memenuhi kriteria validasi metode analisis (Limit Of Detektion, 
Limit Of Quantitation, Linearitas, Presisi, Akurasi) secara spektrofotometri uv-vis. 
2. Manfaat penelitian 
a. Sumber informasi kepada peneliti tentang validasi metode analisis dari 
ekstrak etanol kasumba turate (Carthamus tinctorius L.). 
b. Sebagai sumber data ilmiah atau rujukan bagi peneliti lanjutan, penelitian 
lainnya dan mahasiswa tentang kadar flavonoid total dalam ekstrak etanol 
kasumba turate (Carthamus tinctorius L.) secara spektrofotometri Uv-vis. 
c. Sebagai sumber data ilmiah bagi peneliti lanjutan, penelitian lainnya dan 
mahasiswa tentang metode penentuan kadar flavonoid dari ekstrak etanol 
kasumba turate (Carthamus tinctorius L.) memenuhi kriteria validasi secara 
spektrofotometri uv-vis. 
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BAB II 
TINJAUAN TEORITIS 
A. Uraian Tanaman 
1. Klasifikasi (Tjitrosoepomo, 2010: 99) 
Regnum : Plantae 
Divisi  : Spermatophyta 
Subdivisi : Angiospermae  
Class  : Dicotylodenae 
Ordo  : Asterales 
Famili  : Asteraceae 
Genus  : Carthamus 
Spesies : Carthamus tinctorius L. 
2. Nama Daerah 
Kasumba Turate (Makassar), Kasumba Ugi‟ (Bugis), Kaise‟ (Enrekang), 
Kesumba (Melayu), Kembang Pulu (Jawa), Kesombha (Madura), Kusum‟ (India, 
Pakistan), kusumbha‟ (Chavan 1961), honghua‟/ bunga merah(China), Kasumba 
(secara umum), kembang pulu (Jawa) (Wijayakusuma, 2008: 45) 
3. Morfologi 
Tegak lurus bercabang banyak, tanaman menahun, tinginya 30-180 cm. 
Sistem akar terbentuk dengan baik, berwarna coklat kehijauan, akar tebal dan 
gemuk, menusuk sampai 3 m kedalam tanah, cabang sampingnya tipis mendatar, 
sebagaian besar terdapat diatas 30 cm. Tangkai berbentuk selinder, padat dengan 
intisari lunak, berkayu didekat pangkal. Daun tersusun secara spiral dengan 
ukuran 4-20 cm x 1-5 cm. Tepi daun berduri-bergerigi, berwarna hijau gelap 
mengkilap dan berbentuk herba ketika masih muda, berubah menjadi keras dan 
kaku setelah tua. Bagian kepala terletak di ujung berbentuk jambangan besar, 
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panjang sekitar 4 cm dan diameter 2,5-4 cm, hanya mengandung bunga-bunga 
tunggal (florest). Memiliki banyak kelopak involucral, tersusun spiral, bagian luar 
membujur dan menyempit diatas bagian dasar, 3-7 cm x 0,5-1,6 cm. Bagian atas 
seperti daun dan spinescent, tegak atau menyebar, tidak terkatup, dengan rambut 
panjang pada tepi bawah, berwarna hijau lebih muda daripada daun, bagian bawah 
terkatup, berwarna putih kehijauan, berambut panjang pada bagian luar, 
khususnya pada tepi, sedangkan pada bagian dalam glabrous; disekitar bagian 
tengah kepala, kontriksinya menjadi kurang jelas dan bagian yang seperti daun 
menjadi tidak nampak; kelopak yang paling dalam berbentuk lanset, 2-2,5 cm x 1-
4 mm, ujung spinescent, ciliate. Dasar bunganya rata sampai berbentuk kerucut, 
banyak, tegak, bebulu putih dengan panjang 1-2 cm dan terdapat 20-80 bunga 
tunggal (Florest) berkelamin ganda, tubular, aktinomorf, panjangnya sekitar 4 cm 
glabrous, kebanyakan berwarna jingga kemerahan yang menjadi merah gelap saat 
mekar, kadang-kadang kuning; mahkotanya tersusun oleh 5 lobus, panjang tubular 
18-22 mm, lobus menyebar, sedikit oblongata sampai linier, 7 mm x 1 mm; 
benang sari 5, epipetalous, tertanam pada bagian mulut, filamen 1-2 mm, anthers 
5 mm, berkumpul, membentuk kolom; ovarium berbentuk elips, panjangnya 3,5-
4,5 mm, satu sel, satu ovulet, bearing cakram pada bagian atas; penghalang tipis, 
panjang 28-30 mm, glabrous, mendesak mulut kolom serbuk sari, stigma 
panjangnya 5 mm, bifidus, kuning, dengan rambut pendek. (Vosen, 2001: 51-55) 
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Sumber: Safflowerbooks chapter 6. (Vrijendra Singh and N.Nimbkar, 
2006: 171)  
Gambar 1. Kasumba Turate (Catharantus tinctorius L.) : 1. Tanaman 
utuh; 2. Cabang tanaman dengan bunga; 3. Kuncup bunga; 4. Bunga lengkap; 5. 
Bagian apikal dari floret yang membuka; 6. Ovarium dengan pappus; 7.  Achene 
dengan pappus. 
4. Kandungan kimia 
Safflower (kasumba) mengandung 2 kelompok besar pigmen yang larut 
dalam  air, yaitu carthamidin kuning dan dye carthamin, yang orange-merah dan 
larut dalam larutan alkali. Bunganya mempunyai 0,3 - 0,6% carthamin, 
flavonoids, glikosida, sterol dan derivat serotonin telah diidentifikasi dari bunga 
dan biji.  
Safflower atau kasumba turate memiliki kandungan kimia seperti 
carthamin, arthamone, neo-carthamin, nanocosane, zat warna kuning safflower, 
saflomin A, dipalmitin, adenosid, beta-sitosterol, polisakarida (Wijayakusuma, 
2008: 45-46). 
5. Kegunaan 
Bunga kasumba turate atau safflower dikenal sebagai bahan tambahan 
kosmetik dan belum digunakan secara luas dalam pengobatan di Cina, bunganya 
digunakan untuk pengobatan pada penyakit seperti penyumbatan pembuluh darah 
diotak, sterilitas pada laki-laki, rematik dan bronkhitis, dan sebagai teh tonik 
untuk memperkuat sirkulasi darah dan hati. Pengobatan dengan safflower juga 
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menunjukkan efek yang bermanfaat pada sakit dan pembengkakan karena trauma. 
Kasumba turate juga biasanya digunakan oleh masyarakat di daerah Sulawesi 
Selatan sebagai obat tradisional untuk mengobati penyakit campak (morbili) 
(Vosen, 2001: 52). 
Kegunaan kasumba turate dapat mengatasi kanker serviks (kanker rahim), 
esofagus, pankreas, dan leukimia. Selain itu, khasiat melancarkan haid, sakit 
waktu haid, sakit perut setelah melahirkan, kejang jantung, bengkak, anemia, dan 
neurodermatitis (Wijayakusuma, 2008: 46). 
Kasumba turate  juga  biasanya  digunakan  oleh  masyarakat  di  daerah 
Sulawesi Selatan  sebagai  obat  tradisional  untuk  mengobati  penyakit  campak 
(morbili) serta kerap kali digunakan jika terjadi alergi. 
B. Ekstraksi 
1. Definisi ekstraksi 
Ekstraksi merupakan proses pemisahan bahan dari campurannya dengan 
menggunakan pelarut yang sesuai. Proses ekstraksi dihentikan ketika tercapai 
kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dengan konsentrasi 
dalam sel tanaman. Setelah proses ekstraksi, pelarut dipisahkan dari sampel 
dengan penyaringan. Ekstrak awal sulit dipisahkan melalui teknik pemisahan 
tunggal untuk mengisolasi senyawa tunggal. Oleh karena itu, ekstrak awal perlu 
dipisahkan kedalam fraksi yang memiliki polaritas dan ukuran molekul yang sama 
(Mukhriani, 2014: 12) 
Ekstrak dalah sediaan yang diperoleh dengan mengekstraksi senyawa aktif 
dari simplisia nabati atau hewani menggunakan pelarut yang sesuai, kemudian 
semua atau hampir semua pelarut diuapkan (Dirjen POM, 2000) 
Umumnya, zat aktif yang terkandung dalam tanaman maupun hewan lebih 
larut dalan pelarut organik. Proses terekstraksinya zat aktif dalam tanaman adalah 
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pelarut organik akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang 
mengandung zat aktif, zat aktif akan terlarut sehingga terjadi perbedaan 
konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam sel dan pelarut organik di luar sel. 
Maka larutan terpekat akan berdifusi ke luar sel, dan proses ini akan berulang 
terus sampai terjadi suatu keseimbangan antara konsentrasi zat aktif didalam sel 
dan diluar sel (Gennaro, 1990: 1047) 
2. Tujuan ektraksi 
Tujuan ekstraksi adalah untuk menarik dan memisahkan senyawa yang 
mempunyai kelarutan berbeda-beda dalam berbagai pelarut komponen kimia yang 
terdapat dalam bahan alam baik dari tumbuhan, hewan dan biota laut dengan 
menggunakan pelarut organik tertentu.  (Dirjen POM, 2000) 
3. Metode ekstraksi 
Metode ekstraksi menggunakan pelarut dapat dilakukan secara dingin 
yaitu maserasi dan perkolasi, dan secara panas yaitu refluks, soxhlet, digesti, 
infus, dan dekok (Dirjen POM, 2000) 
Maserasi 
Istilah maceration berasal dari bahasa latin macerare, yang artinya 
“merendam”. Merupakan proses paling tepat dimana obat (sampel) yang telah 
halus memungkinkan untuk direndam dalam menstrum sampai meresap dan 
melunankkan susunan sel, sehingga zat-zat yang mudah larut akan melarut (Ansel, 
2005: 607). 
Ekstraksi merupakan suatu cara untuk memisahkan campuran beberapa zat 
menjadi komponen-komponen yang terpisah. Ekstraksi juga dapat diartikan 
sebagai proses penarikan komponen atau zat aktif menggunakan pelarut tertentu. 
Proses ekstraksi bertujuan mendapatkan bagian-bagian tertentu dari bahan yang 
mengandung komponen bioaktif (Sudirman, 2011: 15). 
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Secara umum ekstrak senyawa metabolit sekunder dari seluruh bagian 
tumbuhan seperti bunga, buah, daun, kulit batang dan akar dengan proses 
maserasi menggunakan pelarut organik polar. 
Maserasi merupakan  proses  perendaman  sampel  dalam  pelarut  organik 
yang digunakan pada temperatur ruangan. Penekanan utama pada maserasi adalah 
tersedianya  waktu  kontak  yang  cukup  antara  pelarut  dan  jaringan  yang  akan 
diekstraksi (Guether, 1987). 
Proses ini sangat menguntungkan dalam isolasi bahan alam karena dalam 
perendaman sampel tumbuhan akan terjadi pemecahan dinding dan membran sel 
akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel sehingga metabolit 
sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut organik dan 
ekstraksi senyawa akan sempurna karena dapat diatur lama perendaman yang 
dilakukan. Pemilihan pelarut untuk proses maserasi akan memberikan efektifitas 
yang tinggi dengan memperhatikan kelarutan bahan alam dalam pelarut tersebut 
(Lenny, 2006). 
Faktor-faktor yang mempengaruhi ekstraksi adalah:  
a) Ukuran Bahan  
Bahan yang akan diekstrak sebaiknya memiliki luas permukaan yang besar 
untuk mempermudah  kontak  antara  bahan  dengan  pelarut  sehingga  ekstraksi 
berlangsung  dengan  baik  (Hukmah, 2007). Kehalusan  bubuk  yang  sesuai akan 
menghasilkan  ekstraksi  yang  sempurna  dalam  waktu  yang  singkat (Guether, 
1987). 
b) Lama dan Suhu Ekstraksi  
Lamanya waktu maserasi berbeda-beda tergantung pada sifat atau ciri 
campuran obat dan menstruum. Lamanya harus cukup supaya dapat memasuki 
semua rongga dari struktur sampel dan melarutkan semua zat yang mudah larut. 
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Lamanya maserasi bisa memerlukan waktu beberapa jam atau beberapa hari untuk 
ekstraksi yang optimum (Ansel, 2005: 612). 
Ekstraksi akan berlangsung cepat dilakukan pada suhu yang tinggi, tetapi 
hal ini dapat  mengakibatkan  beberapa  komponen  yang  terdapat  dalam rempah-
rempah  akan  mengalami  kerusakan  (Hijaz, 2009).  Ekstraksi  yang baik 
dilakukan pada kisaran suhu 20 ºC sampai 80 ºC tetapi suhu yang digunakan harus 
di bawah titik  didih  pelarut  yang  digunakan.  Semakin lama waktu  ekstraksi, 
kesempatan untuk  bersentuhan  semakin  besar  sehingga hasil  ekstraksi  
semakin bertambah banyak (Hukmah, 2007). 
c) Jenis dan Konsentrasi Pelarut  
Menurut  (Hukmah, 2007),  ada  dua  pertimbangan  dalam  memilih  jenis 
pelarut  yaitu  pelarut  harus  mempunyai  daya  larut  yang  tinggi,  pelarut  tidak 
berbahaya dan beracun. Pelarut yang paling aman adalah etanol. 
C. Uraian flavonoid 
Senyawa flavonoid adalah suatu kelompok fenol yang terbesar yang 
ditemukan di alam. Senyawa-senyawa ini merupakan zat warna merah, ungu dan 
biru dan sebagai zat warna kuning yang ditemukan dalam tumbuh-tumbuhan. 
Flavonoid merupakan pigmen tumbuhan dengan warna kuning, kuning 
jeruk, dan merah dapat ditemukan pada buah, sayuran, kacang, biji, batang, 
bunga, herba, rempah-rempah, serta produk pangan dan obat dari tumbuhan 
seperti minyak zaitun, teh, cokelat, anggur merah, dan obat herbal. Flavonoid juga 
dikenal sebagai vitamin P dan citrin, dan merupakan pigmen yang diproduksi oleh 
sejumlah tanaman sebagai warna pada bunga yang dihasilkan. Bagian tanaman 
yang bertugas untuk memproduksi flavonoid adalah bagian akar yang dibantu 
oleh rhizobia, bakteri tanah yang bertugas untuk menjaga dan memperbaiki 
kandungan nitrogen dalam tanah. 
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Flavonoid adalah sekelompok besar senyawa polifenol tanaman yang 
tersebar luas dalam berbagai bahan makanan dan dalam berbagai konsentrasi. 
Komponen tersebut pada umumnya terdapat dalam keadaan terikat atau 
terkonjugasi dengan senyawa gula. Lebih dari 4000 jenis flavonoid telah 
diidentifikasi dan beberapa di antaranya berperan dalam pewarnaan bunga, buah, 
dan daun 
Flavonoid mempunyai banyak efek yang baik terhadap kesehatan tubuh 
manusia. Para peneliti menemukan flavonoid yang bermanfaat sebagai 
antioksidan; berperan sebagai molekul messenger dalam interaksi antar sel; 
antiinflamasi dengan memutus efek jalur metabolisme asam arakidonat, 
mempengaruhi produksi prostaglandin dan pelepasan histamin, mempunyai 
aktivitas scavenging, antitumor dengan memutus aktivitas promoter tumor, dan 
antivirus diperkirakan memutus sintesis asam nukleat. 
Flavonoid adalah senyawa yang tersusun dari 15 atom karbon dan terdiri 
dari 2 cincin benzen yang dihubungkan oleh 3 atom karbon yang dapat 
membentuk cincin ketiga. Flavonoid dibagi menjadi 3 macam, yaitu: 
a. Flavonoid yang memiliki cincin ketiga berupa gugus piran. Flavonoid ini 
disebut flavan atau fenilbenzopiran. Turunan flavan banyak digunakan sebagai 
astringen (turunan tanin). 
b. Flavonoid yang memiiliki cincin ketiga berupa gugus piron. Flavonoid ini 
disebut flavon atau fenilbenzopiron. Turunan flavon adalah jenis flavonoid yang 
paling banyak memiliki aktivitas farmakologi. 
c. Flavonoid yang memiiliki cincin ketiga berupa gugus pirilium. Flavonoid ini 
disebut flavilium atau antosian. Turunan pirilium biasa digunakan sebagai 
pewarna alami. 
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Sifat- sifat dari senyawa flavonoid antara lain: 
1. Sifat Fisika dan Kimia Senyawa Flavonoid 
Flavonoid merupakan senyawa polifenol sehingga bersifat kimia senyawa 
fenol yaitu agak asam dan dapat larut dalam basa, dan karena merupakan senyawa 
polihidroksi (Gugus Hidroksil) maka juga bersifat polar sehingga dapat larut dalan 
pelarut polar seperti metanol, etanol, aseton, air, butanol, dimetil sulfoksida, 
dimetil formamida. Disamping itu dengan adanya gugus glikosida yang terikat 
pada gugus flavonoid sehingga cenderung menyebabkan flavonoid mudah larut 
dalam air. Senyawa-senyawa ini merupakan zat warna merah, ungu, biru, dan 
sebagai zat berwarna kuning yang ditemukan dalam tumbuh-tumbuhan. 
Perkembangan pengetahuan menunjukkan bahwa flavonoid termasuk salah satu 
kelompok senyawa aromatik yang termasuk polifenol. 
Flavonoid juga memiliki beberapa sifat seperti hepatoprotektif, 
antitrombotik, antiinflamasi, dan antivirus (Stavric dan Matula, 1992). Sifat 
antiradikal flavonoid terutama terhadap radikal hidroksil, anionsuperoksida, 
radikal peroksil, dan alkoksil (Huguet, et al., 1990; Sichel,et al.,1991). Senyawa 
flavonoid ini memiliki afinitas yang sangat kuat terhadap ion Fe (Fe diketahui 
dapat  mengkatalisis beberapa proses yang  menyebabkan terbentuknya radikal 
bebas). Aktivitas antiperoksidatif flavonoid ditunjukkan melalui potensinya 
sebagai pengkelat. 
Flavonoid terutama berupa senyawa yang larut dalam air dapat diekstraksi 
dengan etanol 70 % dan tetap ada dalam lapisan air setelah ekstrak ini dikocok 
dengan eter minyak bumi. Flavonoid berupa senyawa fenol, karena itu warnanya 
berubah bila ditambah basa atau amonia, jadi mudah dideteksi pada kromatogram 
atau dalam larutan (Harborne, 1987: 70). 
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Sifat-sifat kimia dari senyawa fenol adalah sama, akan tetapi dari segi 
biogenetik senyawa senyawa ini dapat dibedakan atas dua jenis utama, yaitu 
Senyawa fenol yang berasal dari asam shikimat atau jalur shikimat dan Senyawa 
fenol yang berasal dari jalur asetat-malonat. 
2. Sifat Kelarutan Flavonoid 
Aglikon flavonoid adalah polifenol dan karena itu mempunyai sifat 
kimia senyawa fenol, yaitu bersifat agak asam sehingga dapat larut dalam basa, 
tetapi bila dibiarkan dalam larutan basa dan di samping itu terdapat oksigen, 
banyak yang akan terurai. Karena mempunyai sejumlah gugus hidroksil yang tak 
tersulih,atau suatu gula, flavonoid merupakan senyawa polar, maka umumnya 
flavonoidcukup larut dalam pelarut polar seperti etanol, metanol, butanol, aseton, 
dimetil-sulfoksida, dimetilformamida, air, dan lain-lain (Markham, 1988: 15). 
Adanya gula yang terikat pada flavonoid (bentuk umum yang ditemukan) 
cenderung menyebabkan flavonoid lebih mudah larut dalam air dan dengan 
demikian campuran pelarut di atas dengan air merupakan pelarut yang baik 
untuk glikosida. Sebaliknya, aglikon yang kurang polar seperti isoflavon, 
flavanon, danflavon serta flavonol yang termetoksilasi cenderung lebih mudah 
larut dalam pelarut seperti eter dan kloroform (Markham, 1988: 15). 
Kelarutan flavonoid antara lain: 
1. Flavonoid polimetil atau polimetoksi larut dalam heksan, petroleum eter 
(PE), kloroform, eter, etil asetat, dan etanol. Contoh: sinersetin (nonpolar). 
2. Aglikon flavonoid polihidroksi tidak larut dalam heksan, PE dan 
kloroform; larut dalam eter, etil asetat dan etanol; dan sedikit larut dalam 
air. Contoh: kuersetin (semipolar) Glikosida flavonoid tidak larut dalam 
heksan, PE, kloroform, eter; sedikit larut dalam etil asetat dan etanol; serta 
sangat larut dalam air. Contoh: rutin. 
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3. Kestabilan Flavonoid 
Secara fisis, flavonoid bersifat stabil. Namun, secara kimiawi ada 2 jenis 
flavonoid yang kurang stabil, yaitu: 
a. Flavonoid O-glikosida; dimana glikon dan aglikon dihubungkan oleh ikatan 
eter (R-O-R).  Flavonoid jenis ini mudah terhidrolisis. 
b. Flavonoid C-glikosida; dimana glikon dan aglikon dihubungkan oleh ikatan 
C-C. Flavonoid jenis ini sukar terhidrolisis, tapi mudah berubah menjadi 
isomernya. Misalnya viteksin, dimana gulanya mudah berpindah ke posisi 8. Perlu 
diketahui, kebanyakan gula terikat pada posisi 5 dan 8, jarang terikat pada cincin 
B atau C karena kedua cincin tersebut berasal dari jalur sintesis tersendiri, yaitu 
jalur sinamat. 
D. Validasi Metode Analisis 
Validasi metode menurut united states pharmacopeia (USP) dilakukan 
untuk menjamin bahwa metode analisis akurat, spesifik, reprodusibel, dan tahan 
pada kisaran analit yang akan dianalisis (Rohman, 2007: 463)  
Suatu metode analisis harus divalidasi untuk melakukan verifikasi bahwa 
parameter-parameter kinerja cukup mampu untukmengatasi problem analisis, 
karenanya suatu metode harus divalidasi ketika: 
a. Metode baru dikembangkan untuk mengatasi problem analisis tertentu 
b. Metode yang sudah baku direvisi untuk menyesuaikan perkembangan atau 
karena munculnya suatu problem yang mengarahkan bahwa metode baku tersebut 
harus direvisi 
c. Penjaminan mutu yang mengindikasikan bahwa metode baku telah 
berubah seiring dengan berjalannya waktu  
d. Metode baku digunakan dilaboratorium yang berbeda atau dikerjakan 
dengan alat yang berbeda 
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e. Untuk mendemonstrasikan kesetaraan antar 2 metode, seperti antara 
metode baru dan metode baku. 
Menurut USP, ada 8 langkah dalam validasi metode analisis sebagaimana 
terlihat dalam gambar 2: 
    Presisi 
    Akurasi 
    Batas deteksi 
Validasi metode  Batas kuantifikasi 
    Spesifikasi 
    Linieritas dan rentang 
    Kekasaran (Ruggedness) 
    Ketahanan (Robutness) 
Gambar 2:  Delapan Tahap metode validasi menurut USP (Sumber: 
Rohman A. Kimia Farmasi Analisis. Pustaka pelajar. Yogyakarta. 2007. Hal 464) 
Sementara itu ICH (international conference on harmanization) membagi 
karakteristik validasi metode sebagai berikut :   
    Presisi 
    Akurasi 
    Batas deteksi 
Validasi metode  Batas kuantifikasi 
    Spesifikasi 
    Linieritas  
    Kisaran (Range) 
    Ketahanan (Robutness) 
Kesesuaian sistem 
Gambar 3: Parameter validasi metode menurut ICH (Swartz and Krull, 1997) 
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1. Ketepatan (Akurasi) 
Akurasi merupakan ketelitian metode analisis atau kedekatan antara nilai 
terukur dengan niai yang diterima baik nilai konvensi, nilai sebenarnya atau nilai  
rujukan. Akurasi diukur sebagai banyaknya analit yang diperoleh kembali pada 
suatu pengukuran dengan melakukan spiking pada suatu sampel. Untuk pengujian 
senyawa obat, akurasi diperoleh dengan membandingkan hasil pengukuran 
dengan bahan rujukan standar (Standar reference material, SRM) (Harmita, 2004: 
247) 
Untuk mendokumentasikan akurasi, ICH merekomendasikan pengumpulan 
data dari 9 kali penetapan kadar dengan 3 konsentrasi yang berbeda (misal 3 
konsentrasi dengan 3 kali replikasi). Data harus dilaporkan sebagai persentase 
perolehan kembali (Rohman, 2007: 465) 
Tabel 1. 
Keterangan Tabel: Perbandingan Konsentrasi Analit dengan Akurasi 
(Hube L, Inc. Germany. 2003: 341) 
Analit pada 
matriks sampel 
(%) 
Rasio analit Unit 
Rata-rata 
perolehan 
kembali (%) 
100 1 100% 98-102 
≤10 10-1 10% 98-102 
≤1 10-2 1% 97-103 
≤ 0,1 10-3 0,1% 95-105 
0,01 10
-4 
100ppm 90-107 
0,001 10
-5 
10ppm 80-110 
0,0001 10
-6 
1ppm 80-110 
0,00001 10
-7 
100ppb 80-110 
0,000001 10
-8 
10ppb 60-115 
0,0000001 10
-9 
1 ppb 40-120 
Sumber: Husber L. Validation of Analytical Metods and Processes 
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2. Presisi  
Presisi merupakan ukuran keterulangan metode analisis dan biasanya 
diekspresikan sebagai simpangan baku relatif dari sejumlah sampel yang berbeda 
signifikan secara statistik. Sesuai dengan ICH, presisi harus dilakukan pada 3 
tingkatan yang berbeda yaitu: keterulangan (Repeatibilty), presisi antara 
(Intermediate Precision) dan ketertiruan (Reproducibility) 
a. Keterulangan yaitu ketepatan (precision) pada kondisi percobaan yang sama 
(berulang) baik orangnya, peralatannya, tempatnya, maupun waktunya. 
b. Presisi antara yaitu ketepatan (precision) pada kondisi percobaan yang 
berbeda, baik orangnya, peralatannya, tempatnya maupun waktunya. 
c. Ketertiruan merujuk pada hasil-hasil dari labortorium yang lain. 
d. Dokumentasi presisi seharusnya mencakup: simpangan baku, simpangan 
baku relatif (RSD), atau koefisien variasi (CV), dan kisaran kepercayaan. 
Pengujian presisi pada saat awal validasi metode seringkali hanya 
menggunakan 2 parameter yaitu: keterulangan dan presisi antara. Reprodusibilitas 
biasanya dilakukan ketika akan melakukan uji banding antar laboratorium 
(Rohman, 2007: 465) 
Presisi seringkali diekspresikan dengan SD atau standar deviasi relatif 
(RSD) dari serangkaian data. Untuk menghitung RSD dapat dirumuskan dengan: 
RSD =  ; yang mana   merupakan rata-rata data, dan SD adalah standar 
deviasi serangkaian data. Presisi dapat dihitung dengan cara sebagai berikut: 
Hasil analisis adalah X1, X2, X3         Xn maka simpangan bakunya adalah          
 
Simpangan baku relatif atau koefisien variansi (KV) adalah: 
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Yang mana  merupakan rata-rata data, dan SD adalah standar deviasi 
serangkaian data. 
Tabel 2. 
Keterangan Tabel: Perbandingan Konsentrasi Analit dengan Presisi 
(Hube L, Inc. Germany. 2003: 341) 
Analit (%) Rasio analit Unit RSD (%) 
100 1 100% < 1,3 
10 10
-1 
10% < 1,8 
1 10
-2 
1% < 2,7 
0,1 10
-3 
0,1% < 3,7 
0,01 10
-4 
100 ppm < 5,3 
0,001 10
-5 
10 ppm < 7,3 
0,0001 10
-6 
1 ppm < 11 
0,00001 10
-7 
100 ppb < 15 
0,000001 10
-8 
10 ppb < 21 
0,0000001 10
-9 
1 ppb < 30 
Sumber: Husber L. Validation of Analytical Metods and Processes.  
Data untuk menguji presisi seringkali dikumpulkan sebagai bagian kajian-
kajian lain yang berkitan dengan presisi seperti linieritas atau akurasi. Biasanya 
replikasi 6-15 dilakukan pada sampel tunggal untuk tiap konsentrasi. Pada 
pengujian dengan KCKT, nilai RSD antara 1-2% biasanya dipersyaratkan untuk 
senyawa-senyawa aktif dalam jumlah yang banyak; sedangkan untuk senyawa-
senyawa dengan kadar sekelumit, RSD berkisar antara 5-15% (Rohman, 2007: 
466) 
3. Spesifisitas 
Spesifisitas adalah kemampuan untuk mengukur analit yang dituju secara 
tepat dan spesifik dengan adanya komponen-komponen lain dalam matriks sampel 
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seperti ketidakmurnian, produk degradasi, dan komponen matriks. (Rohman, 
2007: 467) 
 International Conference Harmonisation membagi spesifisitas dalam 2 
kategori, yakni uji identifikasi dan uji kemurnian atau pengukuran. Untuk tujuan 
identifikasi, spesifitas ditunjukan dengan kemampuan suatu metode analisis untuk 
membedakan antar senyawa yang mempunyai struktur molekul yang hampir 
sama. Untuk tujuan uji kemurnian dan tujuan pengukuran kadar, spesifitas 
ditunjukkan oleh daya  pisah 2 senyawa yang berdekatan( sebagaimana dalam 
kromatografi) senyawa-senyawa tersebut biasanya adalah komponen utama atau 
komponen aktif dan atau suatu pengotor. Jika dalam suatu uji terdap suatu 
pengotor (Impuritis) maka metode uji harus tidak terpengaruh dengan adanya 
pengotor ini. 
Penentuan spesifisitas metode dapat diperoleh dengan 2 jalan. Yang 
pertama (dan yang paling diharapkan), adalah dengan melakukan optimasi 
sehingga diperoleh senyawa yang dituju terpisah secara sempurna dari senyawa-
senyawa lain (Resolusi senyawa yang ditujuh ≥ 2). Cara kedua untuk memperoleh 
spesifisitas adalah dengan menggunakan detektor selektif, terutama untuk 
senyawa-senyawa yang terelusi secara bersama-sama. Sebagai contoh, detektor 
elektrokimia atau detektor fluoresent hanya akan mendeteksi senyawa tertentu, 
sementara senyawa yang lainnya tidak terdeteksi. Penggunaan detektor UV pada 
panjang gelombang yang spesifik juga merupakan cara yang efektif untuk 
melakukan pengukuran selektifitas. Deteksi analit secara selektif dengan detektor 
UV dapat ditingkatkan dengan menggunakan teknik derivatisasi dan dilanjutkan 
dengan pengukuran pada panjang gelombang tertentu yang spesifik terhadap 
derifat yang dihasilkan. Sebagai contoh adalah penggunaan senyawa 4-dimetil 
amino azobenzen-4‟- sulfonil klorida (DABS-Cl) untuk menderivatisasi asam 
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amino yang mana derivat yang terbentuk dapat dideteksi dengan UV pada panjang 
gelombang 436 nm. 
4. Batas Deteksi (Limit Of Detection, LOD) 
Batas deteksi didefinisikan sebagai konsentrasi analit terendah dalam 
sampel yang masih dapat dideteksi, meskipun tidak selalu dapat dikuantifikasi. 
LOD merupakan batas uji yang secara spesifik menyatakan apakah analit di atas 
atau dibawah nilai tertentu. Definifi batas deteksi yang paling umum digunakan 
dalam kimia`analisis adalah bahwa batas deteksi merupakan kadar analit yang 
memberikan respon sebesar respon blanko (yb) ditambah dengan 3 simpangan 
baku blanko (3Sb) (Rohman, 2007: 467). 
 Limit Of Detection seringkali diekspresikan sebagai suatu konsentrasi pada 
rasionya 2 atau 3 dibanding 1. ICH mengenalkan suatu konvensi metode signal to 
noise ratio ini, meskipun demikian ICH juga menggunakan 2 metode pilihan lain 
untuk menentukan LOD yakni: Metode non instrumental visual dan dengan 
metode perhitungan. Metode non instrumental visual digunakan pada teknik 
kromatografi lapis tipis dan pada metode titrimetri. LOD juga dapat dihitung 
berdasarkan pada  standar deviasi (SD) respondan kemiringan (Slope,S) kurva 
baku pada level yang mendekati LOD sesuai dengna rumus, LOD = 3,3 (SD/S). 
Standar deviasi respon dapatt ditentukan berdasarkn pada standar deviasi blanko, 
pada standar deviasi residual dari garis regresi atau standar deviasi intersep y pada 
garis regresi (Harmita, 2004: 269). 
5. Batas kuantifikasi (Limit of quantification, LOQ) 
Batas kuantifikasi didefinisikan sebagai konsentrasi analit terendah dalam 
sampel yang dapat ditentukan dengan presisi dan akurasi yang dapat diterima 
pada kondisi operasional metode yang digunakan. Sebagaimana LOD, LOQ juga 
diekspresikan sebagai konsentrasi (dengan akurasi dan presisi juga dilaporkan). 
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Kadang-kadang rasio signal tunoise 10:1 digunakan untuk menentukan LOQ. 
Perhitungan LOQ dengan rasio signal tunoise 10:1 merupakan aturan umum, 
meskipun demikian perlu diingat bahwa LOQ merupakan suatu kompromi antara 
konsentrasidengan presisi dan akurasi yang dipersyaratkan. Jadi, jika konsentrasi 
LOQ menurun maka presisi juga menurun. Jika presisi tinggi dipersyaratkan, 
maka konsentrasi LOQ yang lebih tinggi harus dilaporkan. (Rohman, 2007: 468) 
 International Conference Harmonisation mengenalkan metode rasio 
signal tunoise ini, meskipun demikian sebagai mana dalam perhitungan LOD, 
ICH juga menggunakan 2 metode untuk menentukan LOQ yaitu: (1 metode non 
instrumental visual) dan (2 metode perhitungan). Sekali lagi, metode perhitungan 
didasarkan pada standar defiasi respon (SD) dan slope (S) kurva baku sesuai 
dengan rumus: LOQ = 10 (SD/S) standr defiasi respon dapat ditentukan 
berdasarkan standr deviasi blanko pada standar defiasi residual garis rekresi linier 
atau dengan standar defiasi intersep-y pada garis regresi.  
6. Linieritas 
Linieritas merupakan kemammpuan suatu metode untuk memperoleh 
hasil-hasil uji yang secara langsung proporsional dengan konsentrasi analit pada 
kisaran yang diberikan. Linieritas suatu metode merupakan ukuran seberapa baik 
kurva kalibrasi yang menghubungkan antara respon (Y) dengan konsentrasi (X). 
Linieritas dapat diukur dengan melakukan pengukuran tunggal pada konsentrasi 
yang berbeda-beda. Data yang diperoleh selanjutnya diproses dengan metode 
kuadrat terkecil, untuk selanjutnya dapat ditentukan nilai kemiringan (Slope), 
intersep, dan koefisien korelasinya. (Rohman, 2007: 469) 
7. Kisaran (Range) 
Kisaran suatu metoe didefinisikan sebagai konsentrsi terendah dan 
tertinggi yangmana suatu metode analisis menunjukkan akurasi, presisi, dan 
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linieritas yang mencukupi. Kisaran-kisaran konsentrasiyang diuji tergantung pada 
jenis metode dan kegunaannya. Untuk pengujian komponen utama (Mayor), maka 
konsentrasi baku harus diukur didekat atau sama dengan konsentrasi kandungan 
analit yang diharapkan. Suatu strategi yang baik adalah mengukur bakudengan 
kisaran 25, 50, 75, 100, 125, dan 150% dari konsentrasi analit yang diharapkan. 
(Rohman, 2007: 469)  
8. Kekasaran (Ruggedness) 
Kekasaran merupakan tingkat reprodusibilitas hasil yang diperoleh 
dibawah kondisi yang bermacam-macam yang diekspresikan sebagai persen 
standar defiasi relatif (% RSD) kondisi-kondisi ini meliputi laboratorium, analis, 
alat, reagen, dan waktu percobaan yang berbeda (Rohman, 2007: 467). 
Kekasaran suatu metode mungkin tidak akan diketahui jika suatu metode 
dikembangkan pertama kali, akan tetapi kekasaran suatu metode akan kelihatan 
jika digunakan berulangkali. Suatu pengembangan metode yang bagus 
mensyaratkan suatu evaluasi yang sistematik terhadap faktor-faktor penting yang 
mempengaruhi kekasaran suatu metode (Rohman, 2007: 467). 
Strategi untuk menentukan kekasaran suatu metode akan bervariasi 
tergantung pada kompleksitas metode dan waktu yang tersedia untuk melakukan 
validasi. Penentuan kekasaran metode dapat dibatasi oleh kondisi kondisi 
percobaan yang kritis, misalkan pengecekan pengaruh kolom kromatografi yang 
berbeda pabrik dan jenisnya sama atau pengaruh pengaruh operasionalisasi 
metode pada laboratorium yang berbeda. Dalam kasus seperti ini semua faktor 
harus dijaga konstan sepertifase gerak dan reagen yang digunakan (Rohman, 
2007: 467) 
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9. Ketahanan (Robutness) 
Ketahanan merupakan kapasitas metode untuk tetap tidak terpengaruh oleh 
adanya variasi parameter metode yang kecil. Ketahanan dievaluasi dengan 
melakukan variasi parameter-parameter metode seperti: persentase pelarut organik 
pH kekuatan ionik, suhu dan sebagainya. Suatu praktek yang baik untuk 
mengevaluasi ketahanan suatu metode adalah dengan memvariasi parameter-
parameter penting dalam suatu metode secara sistematis lalu mengkutr 
pengaruhnya pada pemisahan. Sebagai contoh, jika suatu metode menggunakan 
asetonitril 36%-air sebagai fase geraknya, maka seorang analis lalu memvariasi 
persentase asetonitrilnya menjadi misalkan 33, 36, dan 39% lalu melihat 
pengaruhnya pada waktu retensi analit yang diuji (Rohman, 2007: 470) 
10. Stabilitas 
Untuk memperoleh hasil-hasil analisis yang reprodusibel dan reliabel, 
maka sampel, reagen dan baku yang digunakan harus stabil pada waktu tertentu 
(misalkan 10 hari, 1 minggu, 1 bulan, atau tergantung kebutuhan). Sebagai 
contoh, suatu analisis untuk pengujian suatu sampel dapat membutuhkan 10 atau 
lebih perlakuan kromatografi; yakni untuk menentukan kesesuaian sistem, 
termasuk didalamnya konsentras baku untuk membuat kurva baku dan juga untuk 
membuat 2 atau 3 kali replikasi terhadap sampel yang akan diuji. Dengan 
demikian, untuk melakukan analisis suatu sampel saja dibutuhkan waktu beberapa 
jam, karenany selama analisis harus dipastikan bahwa sampel, regen, dan pelarut 
yang digunakan stabil. Untuk analisis sampel dalam jumlah yang banyak, maka 
dibutuhkan waktu yang lebih lama lagi sehingga stabilitas dapat menjadi faktor 
yang kritis pada validasi metode (Rohman, 2007: 471) 
 Stabilitas semua laruan dan reagen sangatlah penting, baik yang berkaitan 
dengan suhu atau yang berkaitan dengan waktu. Jika larutan tidak stabil, pada 
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penurunan suhu hingga 2-8°C dapat meningkatkan stabilitas sampel dan standar. 
Pendingin dalam autosampler biasanya tersedia untuk keperluan ini. Stabilitas 
juga penting, terkait dengan waktu pengerjaan. Sebagai contoh, analisis secara 
gradien selama 100 menit tentunya membutuhkan fase gerak dengan stabilitas 
yang lebih tinggi dibandingkan dengan analisis secara isokratik selama 5 menit. 
 Fase gerak haruslah dipilih sedemikian rupa sehingga menghindari 
masalah-masalah yang terkait dengan stabilitas. Sebagai contoh, fase gerak yang 
mengandung THF diduga akan mengalami oksidasi. Oleh karena itu, fase gerak 
seperti ini harus disiapkan setiap hari dengan menggunakan THF yang baru. 
Beberapa fase gerak yang mengandung buffer dapat mengakibatkan masalah, 
misalkan fase gerak yang mengandung fosfat dan asetat akan mudah ditumbuhi 
bakteri, karena fossfat dan asetat merupkan media yangbaik untuk pertumbuhan 
mikrobial. Natrium azida dengan konsentrasi 0,1% biasanya ditambahkan untuk 
menghindari pertumbuhan bakteri ini. Penambahan pelarut organik dengan 
konsentrasi lebih dari 1% juga merupakan cara yang efektif (Rohman, 2007: 472) 
11. Kesesuaian sistem 
Sebelum melakukan analisis setiap hari, seorang analis harus memastikan 
bahwa sistem dan prosedur yang digunakan harus mampu memberikan data yang 
dapat diterima. Hal ini dapat dilakukan dengan percobaan kesesuaian sistem yang 
didefinisikan sebagai serangkaian uji untuk menjamin bahwa metode tersebut 
dapat mengasilkan akurasi dan presisi yang dapat diterima. Persyaratan-
persyaratan kesesuaian sistem biasanya dilakukan setelah dilakukan 
pengembangan metode dan validasi metode (Rohman, 2007: 472) 
Farmakope Amerika (United States Pharmacopeia, USP) menentukan 
parameter-parameter yang dapat digunakan untuk menetapkan kesesuaian sistem 
sebelum analisis. Parameter-parameter yang digunakan meliputi: bilangan 
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lempeng teori (N), faktor tailing, Kapasitas (K‟ atau A) dan nilai standar deviasi 
relatif (RSD) tinggi puncak dan luas puncak dari serangkaian injeksi. Pada 
umumnya, paling tidak ada dua kriteria yangbiasanya dipersyaratkan untuk 
menunjukkan kesesuaian sistem suatu metode. Nilai RSD tinggi puncak atau luas 
puncak dari 5 kali injeksi larutan baku pada dasarnya dapat diterima sebagai salah 
satu kriteria baku untuk pengujian komponen yang jumlahnya banyak (komponen 
mayor) jika nilai RSD ≤ 1% untuk 5 kali injeksi. Sementara untuk senyawa-
senyawa dengan kadar sekelumit, nilai RSD dapat diterima jika antara 5-
15%(Rohman, 2007: 472). 
Baik United States Pharmacopeia maupun Internasional Conference on 
Harmanization telah memperkenalkan bahwa tidak selamanya parameter untuk 
mengevaluasi validasi metode diuji. USP membagi metode analisis kedalam 
kategori yang terpisah, yaitu: 
1. Penentuan kuantitatif komponen-komponen utama atau bahan aktif 
2. Penentuan pengotor (Impurities) atau produk-produk hasil degradasi 
3. Penentuan karakteristik kinerja  
4. Pengujian identifikasi 
Untuk uji kategori 1, evaluasi nilai LOD dan LOQ tidak begitu penting 
karena komponen utama atau bahan aktif pada umumnya berada dalam jumlah 
yang besar. Pengujian kategori 2, dapat dibagi lagi menjadi 2 sub – kategori, yaitu 
analisis kuantitatif dan uji batas. Jika yang diharapkan adalah informasi 
kuantitatifnya maka parameter LOD tidak begitu penting, tetapi parameter yang 
lain dibutuhkan. Keadaan yangberlawanan berlaku untuk uji batas, karena 
informasi kuantitatifnya tidak dibutuhkan maka pengukuran LOD, Spesifisitas, 
dan kekasaran sudah mencukupi. Untuk mengetahui elemen data yang dibutuhkan 
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untuk uji validasi dan karakteristik validasi menurut ICH dan jenis prosedur 
analisisnya. (Rohman, 2007: 473) 
E. Spektrofotometri UV-Vis 
Spektrofotometer merupakan alat yang digunakan untuk mengukur energi 
secara relatif jika energi tersebut ditransmisikan, direfleksikan, dan diemisikan 
sebagai fungsi dari spektrum dengan panjang gelombang tertentu, dan fotometer 
adalah alat pengukur intensitas cahaya yang ditransmisikan atau yang di absorbsi 
(Khopkar, 2008: 184). 
1. Teori Spektrofotometri Ultraviolet 
Spektrofotometri serapan merupakan pengukuran suatu interaksi antara 
radiasi elektromagnetik dan molekul atau atom dari suatu zat kimia. Teknik yang 
sering digunakan dalam analisis farmasi meliputi spektrofotometri ultraviolet, 
cahaya tampak, inframerah dan serapan atom. Jangkauan panjang gelombang 
untuk daerah ultraviolet adalah 190-380 nm, daerah cahaya tampak 380-780 nm, 
daerah infra merah dekat 780-3000 nm, dan daerah infra merah 2,5-40 µm atau 
4000-250 cm-1 (Ditjen POM, 1995). 
Radiasi ultraviolet dan sinar tampak diabsorpsi oleh molekul organik 
aromatik, molekul yang mengandung elektron-π terkonjugasi dan atau atom yang 
mengandung elektron-n, menyebabkan transisi elektron di orbital terluarnya dari 
tingkat energi elektron dasar ke tingkat energi elektron tereksitasi lebih tinggi 
Besarnya serapan radiasi tersebut sebanding dengan banyaknya molekul analit 
yang mengabsorpsi sehingga dapat digunakan untuk analisis kuantitatif 
(Satiadarma, 2004). 
Gugus fungsi yang menyerap radiasi di daerah ultraviolet dekat dan daerah 
tampak disebut khromofor dan hampir semua khromofor mempunyai ikatan tak 
jenuh. Pada khromofor jenis ini transisi terjadi dari π → π *, yang menyerap pada 
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λmax kecil dari 200 nm (tidak terkonyugasi), misalnya pada >C=C< dan -C≡C-. 
Khromofor ini merupakan tipe transisi dari sistem yang mengandung elektron π 
pada orbital molekulnya. Untuk senyawa yang mempunyai sistem konyugasi, 
perbedaan energi antara keadaan dasar dan keadaan tereksitasi menjadi lebih kecil 
sehingga penyerapan terjadi pada panjang gelombang yang lebih besar. 
Gugus fungsi seperti –OH, -NH2 dan –Cl yang mempunyai elektron-
elektron valensi bukan ikatan disebut auksokhrom yang tidak menyerap radiasi 
pada panjang gelombang lebih besar dari 200 nm, tetapi menyerap kuat pada 
daerah ultraviolet jauh. Bila suatu auksokhrom terikat pada suatu khromofor, 
maka pita serapan khromofor bergeser ke panjang gelombang yang lebih panjang 
(efek batokhrom) dengan intensitas yang lebih kuat. Efek hipsokhrom adalah 
suatu pergeseran pita serapan ke panjang gelombang lebih pendek, yang sering 
kali terjadi bila muatan positif dimasukkan ke dalam molekul dan bila pelarut 
berubah dari non polar ke pelarut polar (Dachriyanus, 2004). 
Secara eksperimental, sangat mudah untuk mengukur banyaknya radiasi 
yang diserap oleh suatu molekul sebagai fungsi frekuensi radiasi. Suatu grafik 
yang menghubungkan antara banyaknya sinar yang diserap dengan frekuensi (atau 
panjang gelombang) sinar merupakan spectrum absorpsi. Transisi yang 
dibolehkan (allowed transition) untuk suatu molekul dengan struktur kimia yang 
berbeda adalah tidak sama ssehingga spectra absorpsinya juga berbeda. Dengan 
demikian, spectra dapat digunkan sebagai bahan informasi yang bermanfaat untuk 
analisis kualitatif. Banyaknya sinar yang diabsorpsi pada panjang gelombang 
tertentu sebanding dengan banyaknya molekul yang menyerap radiasi, sehingga 
spectra absorpsi juga dapat digunakan untuk analisis kuantitatif (Gandjar dan 
Rohman,2007). 
Hal–hal yang harus diperhatikan dalam analisis spektofotometri ultraviolet 
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a. Pemilihan Panjang gelombang maksimum 
Panjang gelombang yang digunakan untuk analisis kuantitatif adalah 
panjang gelombang dimana terjadi serapan maksimum. Untuk memperoleh 
panjang gelombang serapan maksimum, dilakukan dengan membuat kurva 
hubungan antara absorbansi dengan panjang gelombang dari suatu larutan 
bakupada konsentrasi tertentu. 
b. Pembuatan Kurva Kalibrasi 
Dibuat seri larutan baku dari zat yang akan dianalisis dengan berbagai 
konsentrasi. Masing–masing absorbansi larutan dengan berbagai konsentrasi 
diukur, kemudian dibuat kurva yang merupakan hubungan antara absorbansi 
dengan konsentrasi. Bila hukum Lambert-Beer terpenuhi maka kurva kalibrasi 
berupa garis lurus. 
c. Pembacaan absorbansi sampel atau cuplikan 
Absorbansi yang terbaca pada spektrofotometer hendaknya antara 0,2 
sampai 0,6. Anjuran ini berdasarkan anggapan bahwa pada kisaran nilai 
absorbansi tersebut kesalahan fotometrik yang terjadi adalah paling minimal 
(Gandjar dan Rohman, 2007). 
2. Hukum Lambert Beer 
Menurut Hukum Lambert, serapan berbanding lurus terhadap ketebalan sel 
yang disinari. Menurut Hukum Beer, yang hanya berlaku untuk cahaya 
monokromatik dan larutan yang sangat encer, serapan berbanding lurus dengan 
konsentrasi (banyak molekul zat). Kedua pernyataan ini dapat dijadikan satu 
dalam Hukum Lambert-Beer, sehingga diperoleh bahwa serapan berbanding lurus 
terhadap konsentrasi dan ketebalan sel, yang dapat ditulis dalam persamaan: 
A = a.b.c g/liter atau A = ε . b. C mol/liter 
Dimana: A = serapan (tanpa dimensi) 
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a = absorptivitas ( g-1 cm-1) 
b = ketebalan sel (cm) 
C = konsentrasi(g. l-1) 
ε = absorptivitas molar ( M-1cm-1) 
Jadi dengan Hukum Lambert-Beer konsentrasi dapat dihitung dari 
ketebalan sel dan serapan. Absorptivitas merupakan suatu tetapan dan spesifik 
untuk setiap molekul pada panjang gelombang dan pelarut tertentu.  
Menurut Roth dan Blaschke (1981), absorptivitas spesifik juga sering 
digunakan sebagai ganti absorptivitas. Harga ini memberikan serapan larutan 1% 
(b/v) dengan ketebalan sel 1 cm, sehingga dapat diperoleh persamaan: 
   A =  . b . C 
Dimana: = absorptivitas spesifik (ml g-1 cm-1) 
b = ketebalan sel (cm) 
C = konsentrasi senyawa terlarut (g/100 ml larutan) 
3. Penggunaan Spektrofotometri Ultraviolet 
Pada umumnya spektrofotometri ultraviolet dalam analisis senyawa 
organik digunakan untuk: 
a. Menentukan jenis khromofor, ikatan rangkap yang terkonjugasi dan 
auksokhrom dari suatu senyawa organik 
b. Menjelaskan informasi dari struktur berdasarkan panjang gelombang serapan 
maksimum suatu senyawa 
c. Mampu menganalisis senyawa organik secara kuantitatif dengan 
menggunakan hukum Lambert-Beer (Dachriyanus, 2004). 
Analisis kualitatif 
Kegunaan spektrofotometri ultraviolet dalam analisis kualitatif sangat 
terbatas, karena rentang daerah radiasi yang relatif sempit hanya dapat 
34 
 
 
 
mengakomodasi sedikit sekali puncak absorpsi maksimum dan minimum, karena 
itu identifikasi senyawa yang tidak diketahui, tidak memungkinkan. 
Penggunaannya terbatas pada konfirmasi identitas dengan menggunakan 
parameter panjang gelombang puncak absorpsi maksimum, λmax, nilai 
absorptivitas, a, nilai absorptivitas molar, ε, atau nilai ekstingsi, A1%, 1cm, yang 
spesifik untuk suatu senyawa yang dilarutkan dalam suatu pelarut dan pH tertentu 
(Satiadarma, 2002). 
Analisis Kuantitatif 
Penggunaan utama spektrofotometri ultraviolet adalah dalam analisis 
kuantitatif. Apabila dalam alur spektrofotometer terdapat senyawa yang 
mengabsorpsi radiasi, akan terjadi pengurangan kekuatan radiasi yang mencapai 
detektor. Parameter kekuatan energi radiasi khas yang diabsorpsi oleh molekul 
adalah absorban (A) yang dalam batas konsentrasi rendah nilainya sebanding 
dengan banyaknya molekul yang mengabsorpsi radiasi dan merupakan dasar 
analisis kuantitatif. Penentuan kadar senyawa organik yang mempunyai gugus 
khromofor dan mengabsorpsi radiasi ultraviolet-sinar tampak, penggunaannya 
cukup luas. Konsentrasi kerja larutan analit umumnya 10 sampai 20 µg/ml, tetapi 
untuk senyawa yang nilai absorptivitasnya besar dapat diukur pada konsentrasi 
yang lebih rendah. Senyawa yang tidak mengabsorpsi radiasi ultraviolet-sinar 
tampak dapat juga ditentukan dengan spektrofotometri ultraviolet-sinar tampak, 
apabila ada reaksi kimia yang dapat mengubahnya menjadi khromofor atau dapat 
disambungkan dengan suatu pereaksi khromofor (Satiadarma, 2004). 
4. Peralatan Untuk Spektrofotometri 
Spektrofotometer adalah alat untuk mengukur transmitans atau serapan 
suatu sampel sebagai fungsi panjang gelombang. Alat ini terdiri dari spektrometer 
yang menghasilkan sinar dari spektrum dengan panjang gelombang tertentu dan 
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fotometer sebagai alat pengukur intensitas cahaya yang ditransmisikan atau yang 
diabsorpsi (Khopkar, 1990; Day and Underwood, 1981).  
Unsur-unsur terpenting suatu spektrofotometer ditunjukkan secara 
skematik dalam gambar berikut: 
 
 
 
 
 
  
       Cermin berotasi 
 
Bagian optik              Bagian Listrik 
Gambar 4: Skema kerja spektrofotometri UV-VIS (Mulja, 1995)  
Berikut ini adalah uraian bagian-bagian spektrofotometer: 
1. Sumber-sumber lampu 
lampu deutrium digunakan untuk daerah UV pada panjang gelombang dari 
190-350 nm, sementara lampu halogen kuarsa atau lampu tungsten digunakan 
untuk daerah visibel (pada panjang gelombang antara 350-900 nm). 
2. Monokromator 
Digunakan untuk memperoleh sumber sinar yang monokromatis. Alatnya 
dapat berupa prisma ataupun grating. Untuk mengarahkan sinar monokromatis 
yang diinginkan dari hasil penguraian. 
a. Celah (Slit) 
Celah monokromator adalah bagian yang pertama dan terakhir dari suatu 
sistem optik monokromator pada spektrofotometer. Celah monokromator berperan 
1.Sumber 
radiasi 
2.Monokromator 
8.Kompute
r 
5.Detoktor 
7. Pengubah analog 
ke digital 
6.Pemproses 
sinyal 
3.Sampel 
4.Larutan 
Blangko 
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penting dalam hal terbentuknya radiasi monokromator dan resolusi panjang 
gelombang. 
b. Filter Optik 
Cahaya tampak yang merupakan radiasi elektromagnetik dengan panjang 
gelombang 380-780 nm merupakan cahaya putih yang merupakan campuran 
cahaya dengan berbagai macam panjang gelombang. Filter optik berfungsi untuk 
menyerap warna komplomenter sehingga cahaya tampak yang diteruskan 
merupakan cahaya yang berwarna sesuai dengan warna filter optik yang dipakai. 
c. Prisma dan kisi (grating) 
Prisma dan kisi merupakan bagian monokromator yang terpenting. Prisma 
dan kisi pada prinsipnya mendispersi radiasi elektromagnetik sebesar mungkin 
supaya didapatkan revolusi yang baik dari radiasi polikromatis. 
3. Kuvet 
Pada pengukuran didaerah tampak, kuvet kaca atau kuvet kaca corex dapat 
digunakan, tetapi untuk pengukuran pada daerah UV kita harus menggunakan sel 
kuarsa karena gelas tidak tembus cahaya pada daerah ini. Umumnya tebal kuvet 
adalah 10 mm, tetapi yang lebih kecil ataupun yang lebih besar dapat digunakan. 
Sel yang biasa digunakan berbentuk persegi, tetapi bentuk silinder dapat juga 
digunakan. Kuvet yang bertutup digunakan untuk pelarut organik. Sel yang baik 
adalah kuarsa atau gelas hasil leburan yang homogen. 
4. Detektor 
Detektor merupakan salah satu bagian dari spektrofotometer yang penting 
oleh sebab itu detektr akan menemukan kualitas dari spektrofotometer adalah 
mengubah signal elektronik. Peranan detektor penerima adalah memberikan 
respon terhadap cahaya pada berbagai panjang gelombang. 
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5. Suatu amplifier (penguat) dan rangkaian yang berkaitan yang membuat 
isyarat listrik dapat untuk diamati. 
6. Sistem pembacaan yang memperlihatkan besarnya isyarat listrik 
(Khopkar, 1990; Rohman, 2007; Day and Underwood, 1981) 
F. Tinjauan Islam Tentang Penelitian dan Pengembangan Obat 
Kebutuhan akan obat-obatan di era modern seperti sekarng ini sangat 
besar seiring dengan banyaknya berbagai penyakit yang muncul di kalangan 
masyarakat. Oleh karena itu, dengan munculnya berbagai penyakit di kalangan 
masyarakat maka masyarakat dituntut untuk menggunakan akal pikirannya yang 
juga merupakan pemberian dari sang khalik sebagaimana dijelaskan dalam surah 
Ali-„Imran 3: 190-191 yang firmannya: 
                            
                            
                               
Terjemahnya: 
“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya 
malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal, 
(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau 
dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan 
langit dan bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan Kami, Tiadalah Engkau 
menciptakan ini dengan sia-sia, Maha suci Engkau, Maka peliharalah 
Kami dari siksa neraka.” (Kementrian Agama RI, 2014: 75). 
 
As- Suyuthi dalam kitabnya menyebutkan mengenai asbabun nuzul surah 
Ali-Imran ayat 190 dengan mengutip hadits riwayat Ath-Thabrani dan Ibnu Abi 
Hatim meriwayatkan dari Ibnu Abbas, dia berkata,”Orang-orang Quraisy 
mendatangi orang-orang Yahudi dan bertanya kepada mereka,‟Apa tanda-tanda 
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yang dibawa Musa kepada kalian?‟Orang-orang Yahudi itu menjawab,‟Tongkat 
dan tangan yang putih bagi orang-orang yang melihatnya.‟Lalu orang-orang 
Quraisy itu mendatangi orang-orang Nasrani, lalu bertanya kepada mereka,‟Apa 
tanda-tanda yang diperlihatkan Isa?‟ Mereka mmenjawab,‟Dia dulu 
menyembuhkan orang yang buta, orang yang sakit kusta dan menghidupkan orang 
mati.‟Lalu mereka mendatangi Nabi saw. Lalu mereka berkata  kepada 
beliau,”Berdoalah kepada Tuhanmu untuk mengubah bukit Shafa dan Marwah 
menjadi emas untuk kami.‟Lalu beliau berdoa, maka turunlah firman Allah. 
„Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan pergantian malam 
dan siang terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi orang yang berakal.”(as-
Suyuti, 2008: 148-149) 
Ditegaskan pada ayat ini dan ayat mendatang, dan salah satu bukti 
kebenaran adalah mengundang manusia untuk berpikir, karena Sesungguhnya 
dalam penciptaan langit dan bumi terdapat tanda- tanda  kemahakuasaan Allah 
bagi ulul albib, yakni orang-orang yang memiliki akal yang murni (Shihab, 2009: 
370). 
Dari ayat di atas, kita dapat mengambil pelajaran bahwa Allah swt. 
memberikan akal kepada manusia untuk digunakan dengan sebaik-baiknya dalam 
mengkaji hasil ciptaan Allah yang terdapat di sekitar kita. Salah satunya adalah 
dengan melakukan penelitian ini, dimana tujuannya adalah untuk menguji 
efektivitas tanaman dalam menanggulangi suatu penyakit yang harus dibuktikan 
secara ilmiah melalui penelitiaan. 
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Tumbuhan sebagai bahan obat tradisioal telah banyak digunakan untuk 
pemeliharan kesehataan. Dunia kedokteran juga banyak mempelajari obat 
tradisional dan hasilnya mendukung bahwa tanaman obat memiliki kandungan 
zat-zat yang secara klinis yang bermanfat bagi kesehatan (Rahim, 2007: 5). 
Tumbuhan adalah apotek lengkap yang mengandung zat aktif dan variatif 
yang telah diciptakan Allah swt dengan hikmah dan takdir-Nya. Tumbuhan yang 
baik dalam hal ini adalah tumbuh-tumbuhan yang bermanfaat bagi makhluk 
hidup, termasuk tumbuhan yang dapat digunakan sebagai pengobatan. Salah 
satunya bunga kasumba turate (Carthamus tinctorius L) sebagai sampel yang 
dapat digunakan sebagai bahan penelitian sehingga diketahui manfaat dari 
tumbuhan sebagai bahan pengobatan. Dan salah satu yang dapat menjadi acuan 
adalah Kasumba turate (Cartamus tinctorius L) Senada dengan firman Allah swt. 
dalam QS. Thaha/20: 53 
                             
                   
Terjemahnya: 
“Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang telah 
menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari langit 
air hujan. Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari 
tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam.” (Kementrian Agama RI, 
2014: 315). 
 
 Ayat di atas menyatakan: Dia, yakni Allah swt., Yang telah menjadikan 
bagi kamu, wahai Fir‟aun dan seluruh manusia sebagian besar bumi sebagai 
hamparan dan menjadikan sebagian kecil lainnya gunung-gunung untuk menjaga 
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kestabilan bumi dan Dia, Tuhan itu juga, Yang telah menjadikan bagi kamu di 
bumi itu jalan-jalan yang mudah kamu tempuh, dan mmenurunkan dari langit air, 
yakni hujan, sehingga tercipta sungai-sungai dan danau, maka Kami tumbuhkan 
dengannya, yakni dengan perantaraan hujan itu, berjenis-jenis tumbuh-tumbuhan 
yang bermacamm-macam jenis, bentuk, rasa, warna dan manfaatnya. Itu semua 
Allah ciptakan buat kamu dan binatang-binatang kamu (Shihab, 2009: 604-605) 
Berdasarkan ayat di atas, dapat disimpulkan bahwa Allah swt 
menciptakan hamparan yang luas dengan aneka macam tumbuhan untuk 
dimanfaatkan manusia. Oleh karena itu, penelitian ini dapat terjadi dengan adanya 
izin Allah swt.  
Penjelasan tersebut dibuktikan pula Dari Jabir r.a bahwa Rasulullah 
bersabda:   
 
Artinya: 
 “Setiap penyakit ada obatnya, jika benar obat yang digunakan dapat 
melawan penyakit yang dimaksud, maka denan izin Allah akan sembuh” 
(HR. Imam Muslim) (Mahmud, 2007: 13-14) 
Al-Nawawi dalam kitabnya Syarh al-Nawawi „ala Muslimm menjelaskan 
bahwa hadits tersebut menunjukkan keutamaan berobat, itu menurut jumhur 
ulama, al-Qhadi mengatakan bahwa hadis ini mengandung ilmu-ilmu yang terkait 
dengan agama, dunia, kesehatan, ilmu kedokteran, dan bolehnya berobat. Menurut 
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hujjah para ulama bahwa Allah selaku penentu dan adapun pengobatan juga 
berasal dari ketentuan Allah swt. (Al-Nawawi, 1392: 191) 
Al-„Aini menjelaskan dalam kitab syarahnya bahwa Allah swt tidak 
memberikan penyakit kepada seseorang kecuali ia telah menentukan obatnya, 
yang dimaksud dengan “menurunkan” pada hadits di atas ialah Allah menurunkan 
penyakit dan obat melalui malaikat secara langsung kepada mahluk sebagai 
perwakilan. Dikatakan bahwa banyak orang yang berobat tapi mereka tidak 
mendapatkan kesembuhan, maka dijawab bahwa itu karena mereka tidak 
mengetahui hakikat dari pengobatan itu. Hadits tersebut tidak menunjukkan 
penykit secara keseluruhan karena dikecualikan penyakit tua dan mati, dan pada 
hadits tersebut terdapat penjelasan bolehnya melakukan pengobatan dan ilmu 
kedokteran (Al-„Aini, 229). 
Jadi, setiap penyakit yang diturunkan Allah swt. pasti ada obatnya, dan 
setiap pengobatan itu harus sesuai dengan penyakitnya. Jika Allah swt. 
menghendaki maka seseorang akan sembuh dari penyakit yang dideritanya. Akan 
tetapi Allah swt. menghendaki agar pengobatan itu  dipelajari oleh ahlinya agar 
sesuai dengan penyakit yang akan diobati sehingga akan mempermudah 
penyembuhannya. Oleh karena itu, penelitian ini dapat berlangsung atas izin Allah 
swt. dan apabila penelitian berhasil maka akan mempermudah penyembuhannya. 
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BAB III 
METODE PENELITIAN 
A. Jenis dan lokasi penelitian 
1. Jenis penelitian 
Penelitian ini termasuk jenis penelitian kuantitatif. 
2. Lokasi penelitian 
Lokasi penelitian dilaksanakan dalam Laboratorium Fitokimia Universitas 
Islam Negeri Alauddin Makassar untuk melaksanakan proses pengolahan sampel 
bunga kasumba turate (Charthamus tinctorius L.). Kemudian dilanjutkan 
menggunakan Laboratorium Kimia Farmasi Universitas Muslim Indonesia. 
B. Pendekatan penelitian 
Jenis penelitian yang dilakukan oleh penulis yaitu pendekatan dengan 
metode eksperimental. Metode eksperimental merupakan sebuah metode yang 
ingin mengetahui hubungan sebab akibat pada suatu variabel. 
C. Populasi dan sampel 
1. Populasi 
Kasumba turate (Charthamus tinctorius L.) yang berada di daerah 
kecamatan Bulukumpa Kabupaten Bulukumba Sulawesi Selatan. 
2. Sampel penelitian 
Kasumba turate (Charthamus tinctorius L.) yang merupakan bagian bunga 
tumbuhan. 
D. Instrument penelitian 
1. Alat yang digunakan 
Batang pengaduk, cawan porselin, corong, gelas erlenmeyer (iwaki 
Pirex
®
), gelas kimia (iwaki Pirex
®
), gelas ukur, kaca arloji, inkubator 
(Memmert
®
), kuvet, mikropipet (Dragon Onemed
®
), labu tentukur (iwaki pirex
®
), 
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pipet tetes, pipet volume (iwaki pirex
®
), rotavapor (Heidolph
®
), sendok besi, 
spektrofotometer uv-vis (Thermo Scientific
®
), timbangan analitik (Kern
®
), toples, 
vial dan wadah. 
2. Bahan yang digunakan 
Aquadest, aluminium foil, aluminium (III) klorida 1,2%, etanol p.a, etanol 
70%, kalium asetat 120 mM, kertas perkamen, kertas saring, kuersetin, serbuk 
simplisia bunga kasumba turate. 
E. Metode pengumpulan data 
1. Teknik pengolahan 
a. Pengambilan sampel 
Pengambilan sampel dilakukan pada pagi hari yang diperoleh dari Desa 
Baruga Riattang Kecamatan Bulukumpa Kabupaten Bulukumba. Sampel yang 
digunakan adalah bagian bunga kasumba turate. Pengambilan sampel dengan cara 
memetik bunga kasumba turate mulai dari bagian bawah kelopak. 
b. Pengolahan sampel 
Pengolahan sampel meliputi pengeringan sampel dengan cara diangin-
anginkan, tidak terkena paparan sinar matahari langsung. Pengeringan dilakukan 
untuk menghilangkan kadar air dalam bahan untuk memperlancar proses analisis 
dan menambah daya awet bahan tersebut selanjutnya dilakukan proses ekstraksi.  
c. Ekstraksi sampel  
Sampel Bunga kasumba turate yang sebelumnya telah diserbukkan, 
ditimbang sebanyak 500 gram dimasukkan dalam wadah maserasi kemudian 
ditambahkan etanol 70% hingga semua sampel terendam keseluruhan dan ditutup 
rapat. Dibiarkan selama 24 jam terlindung dari cahaya, sampil sesekali diaduk. 
Disaring dan dipisahkan ampas dan filtratnya. Selanjutnya ampas dimaserasi 
kembali dengan menggunakan cairan penyari etanol 70% yang baru. Hal ini 
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dilakukan selama 3 kali berturut-turut. Filtrat yang diperoleh kemudian 
dipekatkan dengan alat rotavapor setelah itu dibebas etanolkan untuk 
mendapatkan ekstrak kental. 
2. Penyiapan Larutan 
a. Pembuatan larutan stok 
Ditimbang seksama lebih kurang 100 mg ekstrak etanol kasumba turate 
dimasukkan dalam labu tentukur 100 ml dilarutkan dengan 100 mL etanol, 
diencerkan dengan etanol 70%  sampai tanda untuk menghasilkan larutan stok 
yang mengandung 1 mg/ml (1000 ppm) 
3. Penentuan Kadar Flavanoid dalam Ekstrak dengan Metode AlCl3 
a. Pembuatan Larutan standar kuersetin 
Sebanyak 50 mg kuersetin ditimbang dan dilarutkan dalam 50 ml etanol 
p.a sebagai larutan stok 1000 ppm. Kemudian dibuat pengenceran kuersetin 
dengan konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm, 10 ppm, 12 ppm dan 14 ppm 
sebagai larutan kuersetin pembanding. Lalu dipipet 1 ml kemudian ditambahkan 1 
ml aluminium (III) klorida 1,2 %, kalium asetat 120 mM. diukur absorbansinya 
pada panjang 400-800 nm. 
b. Penentuan panjang gelombang maksimum 
Larutan stok diambil sebanyak 1 ml lalu, dicukupkan volumenya 
menggunakan etanol 70% p.a hingga 10 ml. Diukur serapan dengan 
spektrofotometer ultraviolet pada panjang gelombang 400-800 nm dengan 
menggunakan blangko etanol absolut p.a 
c. Pembuatan kurva baku kuersetin 
Kurva baku dibuat dengan cara menghubungkan konsentrasi larutan 
standar dengan hasil serapannya yang diperoleh dari pengukuran dengan 
menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 442 nm. 
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d. Penetapan kadar Flavanoid total dalam ekstrak 
Sebanyak   0,00508 g sampel ditimbang  dan dilarutkan dalam 10 ml  
ethanol p.a sebagai konsentrasi 500 ppm. Lalu dipipet 1 ml kemudian 
ditambahkan 1 ml aluminium (III)  klorida 1,2 %, 1 ml kalium asetat 120 mM 
Setelah itu diinkubasi selama 30 menit, absorbansi dari larutan pembanding 
diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang  
maksimum. Larutan sampel dibuat dalam  tiga kali replikasi. 
4. Uji Validasi Metode Analisis 
a. Presisi 
Ditimbang Ekstrak etanol kasumba turate  10 mg kemudian diencerkan 
pada labu tentukur 10 ml sehingga kadarnya 1000 ppm, setelah itu dibuat 
pengenceran 100 ppm dengan cara dipipet 1 ml dari larutan stok kemudian 
dimasukkan kedalam labu tentukur 10 ml lalu dicukupkan volumenya. Dipepet 1 
ml dari konsentrasi 100 ppm dan dimasukkan kedalam labu tentukur 10 ml hingga 
kadarnya 10 ppm. Lalu dipipet 1 ml kemudian ditambahkan 1 ml aluminium (III)  
klorida 1,2 %, 1 ml kalium asetat 120 mM Setelah itu diinkubasi selama 30 menit 
Lalu diukur absorbansinya pada spektrofotometer ultraviolet dengan panjang 
gelombang maksimum 442 nm proses replikasi sebanyak 7 kali. Selanjutnya 
dihitung persentase koefisien kolerasinya untuk melihat reproduktibilitas sistem 
yang digunakan syarat KV > 2%. 
Pengolahan data presisi 
Presisi dapat dihitung dengan cara sebagai berikut: 
1. Hasil analisis adalah X1, X2, X3         Xn maka simpangan bakunya adalah            
 
2. Simpangan baku relatif atau koefisien variansi (KV) adalah: 
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b. Limit Of Detection dan Limit Of Quantitation 
Limit Of Detection dan Limit Of Quantitation ditentukan dengan mengukur 
respon blanko 10 kali lalu dihitung simpangan baku respon blangko dan rumus 
yang digunakan yaitu: 
  
 
  
 Batas deteksi dan batas kuantitas dapat dihitung secara statistik melalui 
garis regresi linier dari kurva kalibrasi dengan membuat larutan baku kerja dengan 
konsentrasi 0,5 ppm, 0,75 ppm, 1 ppm, 1,5 ppm, 1,25 ppm, 1,5 ppm dan 1,75 Lalu 
dipipet 1 ml kemudian ditambahkan 1 ml aluminium (III)  klorida 1,2 %, 1 ml 
kalium asetat 120 mM Setelah itu diinkubasi selama 30 menit, absorbansi dari 
larutan pembanding diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 
gelombang  maksimum. Setelah diukur absorbansi dari larutan baku kerja dicari 
persamaan regresi antara kadar (konsentrasi) dengan absorbansi, kemudian 
dihitung harga Limit Of Detection dan Limit Of Quantitation 
c. Linearitas (Kurva Baku) 
Linieritas dilakukan dengan membuat larutan stok dan kemudian dibuat 
larutan baku kerja dengan konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm, 10 ppm, 12 
ppm dan 14 ppm. Lalu dipipet 1 ml kemudian ditambahkan 1 ml aluminium (III)  
klorida 1,2 %, 1 ml kalium asetat 120 mM Setelah itu diinkubasi selama 30 menit, 
absorbansi dari larutan pembanding diukur menggunakan spektrofotometer UV-
Vis pada panjang gelombang  maksimum. Kurva hubungan antara kadar VS 
serapan dibuat kemudian ditentukan persamaan regresi linier serta koefisien 
kolerasi (x) dan kefisien kolerasi dari fungsi (Vxo) untuk mengevaluasi lineritas. 
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Berdasarkan nilai koefisien kolerasi dapat diketahui linieritasnya baik atau 
tidak. Koefisien kolerasi dikatakan baik apabila r ≥ 0,998 dan koefisien fungsi 
regresi (VXO) ≤ 5%.  
d. Akurasi 
Dalam penelitian ini dilakukan uji ketepatan dengan menggunakan metode 
penambahan baku (Standar addition method) Uji dilakukan untuk memperoleh 
nilai persen perolehan kembali dalam penambahan volume larutan uji yang 
meningkat dalam rentang konsentrasi 80%, 100 % dan 120% dari 25 mg ekstrak 
etanol kasumba turate. Berdasarkan rentang konsentrasi tersebut diperoleh bobot 
ekstrak kasumba turate yang akan dihitung persen perolehan kembali secara 
berturut-turut adalah 25 mg, 25 mg, 25 mg. 
Sampel ditimbang dengan bobot setara 25 mg ekstrak etanol kasumba 
turate kemudian diekstraksi sebanyak 3 siklus dicukupkan volumenya dengan 
etanol absolut p.a hingga 25 ml tiap hasil ekstraksi kemudian dipipet dengan 
membuat konsentrasi 50 ppm,100 ppm,150 ppm, 200 ppm, 250 ppm dan 300 ppm 
lalu dipipet 1 ml kemudian ditambahkan 1 ml aluminium (III)  klorida 1,2 %, 1 ml 
kalium asetat 120 mM, Setelah itu diinkubasi selama 30 menit, absorbansi dari 
larutan pembanding diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 
gelombang  maksimum dan prosedur direplikasikan sebanyak 3 kali. 
Pengolahan data akurasi  
Pengujian akurasi dapat dihitung melalui % perolehan kembali (% 
recovery) dengan rumus: 
% recovery  
Keterangan: 
Konsentrasi Sampel 
48 
 
 
 
Konsentrasi Sampel Sebenarnya 
Konsentrasi Baku yang ditambahkan 
5. Analisis data 
Data yang diperoleh merupakan data primer yang didapatkan dari 
absorbansi larutan pembanding quersetin dibuat kurva kalibrasi dan diperoleh 
persamaan regresi linear. Kadar total dari senyawa dihitung dengan memasukkan 
kedalam persamaan regresi linear y= ax+b, yang diperoleh dari kurva kalibrasi 
pembanding dan hasilnya dinyatakan dalam satuan mg dalam gram. Analisis 
statik menggunakan metode analisi variansi (anava) satu arah (A=0,005) dengan 
bantuan program SP.SS 15.  Jika F hasil perhitungan lebih besar dari pada F tabel 
dengan A=0,005 maka dapat disimpulkan terdapat perbedaan kadar flavonoid 
maka dilanjutkan dengan uji BNT (beda nyata terkecil) untuk mengetahui metode 
ekstraksi yang sesuai. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
49 
 
 
 
BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
A. Hasil Penelitian 
Berdasarkan hasil pengukuran sampel Ekstrak Etanol Kasumba Turate 
dengan menggunakan metode spektrofotometri UV diperoleh data: 
1. Penentuan Panjang gelombang Maksimum Ekstrak etanol kasumba 
turate (Carthamus tinctorius L.) secara spektrofotometri UV-Vis 
(Selektivitas) 
 Pada penelitian ini untuk menentukan panjang gelombang maksimum 
larutan dengan konsentrasi 10 ppm di ukur pada panjang gelombang 400-500 nm 
menggunakan spektrofotometri UV-Vis sehingga diperoleh panjang gelombang 
442 nm. Hasil penentuan panjang gelombang maksimum dapat dilihat pada 
gambar berikut: 
 
Tujuan penentuan panjang gelombang maksimum agar mengetahui daerah 
serapan yang dapat dihasilkan berupa nilai absorbansi dari larutan baku kuersetin 
yang diukur serapannya menggunakan alat spektrofotometer UV-Vis pada rentang 
panjang gelombang 400-500. 
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2. Pengujian Presisi 
Tabel 3. Hasil Uji Presisi  
No Bobot (mg) Absorban   
1 10 0,459 0,0032 0,00001024 
2 10 0,458 0,0022 0,00000484 
3 10 0,456 0,0002 0,00000004 
4 10 0,456 0,0002 0,00000004 
5 10 0,454 -0,0018 0,00000324 
6 10 0,454 -0,0018 0,00000324 
7 10 0,454 -0,0018 0,00000324 
Rata-rata 0,4558  
∑0,00002588 SD 0,00085  
RSD 0,186%  
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3. Pengujian Akurasi 
Tabel 4. Hasil Pengujian Akurasi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
No Bobot 
Sampel 
(g) 
Konsentrasi 
(ppm) 
Baku yang 
ditambahkan 
(%) 
Absorbansi Perolehan 
kembali 
(mg) 
Perolehan 
kembali 
(%) 
1 0,02510 
50 
80 
0,419 
7,45 100,948 
100 0,435 
150 0,455 
200 0,470 
250 0,493 
300 0,515 
2 0,02515 
50 
100 
0,542 
10,32 100,978 
100 0,565 
150 0,587 
200 0,601 
250 0,628 
300 0,640 
3 0,02511 
50 
120 
0,589 
11.13 100,898 
100 0,606 
150 0,628 
200 0,649 
250 0,675 
300 0,695 
Rata-Rata 100,941 
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4. Pengujian Linearitas 
Tabel 5. Hasil Pengujian Linearitas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Maka diperoleh persamaan regresi: y= a + bx 
y = 0,0447x+0,0673 
r  = 0,9980 
 
 
 
 
 
 
 
 
Konsentrasi Sampel (ppm) Serapan Sampel (A) 
2 0,160 
4 0,248 
6 0,324 
8 0,416 
10 0,529 
12 0,619 
14 0,679 
Slop (b) 0,0673 
Aksis intersep (a) 0,0447 
Koefisien korelasi (r) 0,9980 
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5. Pengujian Batas Deteksi dan Batas Kuantitas 
Tabel. 6. Hasil pengujian Batas Deteksi dan Batas Kuantitas 
Blanko Absorbansi 
  
1 0,002 -0,0025 0,00000625 
2 0,005 0,0005 0,00000025 
3 0,004 -0,0005 0,00000025 
4 0,005 0,0005 0,00000025 
5 0,003 -0,0015 0,00000225 
6 0,007 0,0025 0,00000625 
7 0,007 0,0025 0,00000625 
8 0,006 0,0015 0,00000225 
9 0,006 0,0015 0,00000225 
10 0,000 -0,0045 0,00002025 
Rata-rata 0,0045  ∑0,0004250 
 
No Konsentrasi (ppm) Absorbansi 
1 0,5 0,023 
2 0,7 0,060 
3 1 0,104 
4 1,25 0,155 
5 1,5 0,195 
6 1,75 0,237 
Rata-rata 0,129 
 
LOD = 0,01238 ppm 
LOQ = 0,04128 ppm 
 
 
54 
 
 
 
6. Penetapan kadar Ekstrak etanol bunga kasumba turate (Chartamus 
tinctorius L.) 
Tabel 7. Hasil uji penetapan kadar sampel dengan konsentrasi 500 ppm 
Replikasi Absorbansi Bobot Ekstrak (g) 
1. 0,527 0,00508 
2. 0,528 0,00513 
3. 0,513 0,00529 
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B. Pembahasan 
Validasi metode analisis adalah suatu tindakan penilaian terhadap 
parameter tertentu, berdasarkan percobaan laboratorium, untuk membuktikan 
bahwa parameter tersebut memenuhi persyaratan untuk penggunaannya. 
Penetapan kadar ekstrak etanol bunga kasumba turate dengan 
menggunakan metode spektrofotometri UV pada panjang gelombang 400-500 nm 
berdasarkan gugus antara absorbansi dan panjang gelombang. 
Menurut International Conference on Harmanization (ICH), ada 10 
parameter validasi, diantaranya: presisi, akurasi, batas deteksi, batas kuantitas, 
spesifisitas, linearitas, kisaran (range), ketahanan, kekasaran, dan kesesuaian 
kromofor (C=O) yang mampu menyerap sinar ultraviolet yang mengakibatkan 
terjadinya transisi, spektrum UV terbentuk berdasarkan kolerasi sistem. Unites 
States Pharmacopeia (USP) telah menyatakan bahwa tidak selamanya parameter 
untuk mengevaluasi validasi metode harus diuji, sehingga pengujian validasi dari 
metode analisis ekstrak etanol  bunga kasumba turate, hanya 5 parameter yang 
diuji, yaitu selektifitas, akurasi, presisi, linearitas, batas deteksi, dan batas 
kuantitas, karena kelima parameter tersebut telah mewakili data yang dibutuhkan 
untuk uji validasi. Hasil uji validasi dari pengembangan metode analisis ekstrak 
etanol  bunga kasumba turate dapat dinyatakan dalam beberapa parameter, yaitu:  
1. Presisi (ketelitian) 
Presisi merupakan kedekatan antara hasil pengujian individu dalam 
serangkaian pengukuran terhadap suatu contoh homogen yang dilakukan 
pengambilan contoh secara berganda menurut prosedur yang telah ditetapkan. 
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Hasil pengujian presisi dengan metode spektrofotometri UV menunjukkan 
kadar rata-rata ekstrak etanol  bunga kasumba turate yang diperoleh adalah 
100.188% 
Hasil pengujian presisi menunjukkan nilai RSD (Relative Standar 
Deviation atau simpangan baku relative) adalah 0,186%. Nilai RSD ini memenuhi 
persyaratan pada analit dengan konsentrasi 100%, yaitu < 1,3%. Hal ini 
menunjukkan bahwa metode spektrofotometri memeliki keterulangan yang masih 
dapat diterima dengan baik. 
2. Akurasi (ketepatan) 
Pada parameter validasi selanjutnya yaitu akurasi yang dinyatakan sebagai 
persen perolehan kembali atau (% recovery) analit yang ditambahkan. Harmita 
2004, menjelaskan bahwa ketepatan pada dasarnya adalah ukuran yang 
menunjukkan derajat kedekatan hasil analisis dengan kadar analit yang 
sebenarnya. Akurasi dapat ditentukan dengan 2 cara yaitu metode simulasi 
(spiked-placebo recovery) atau dengan metode penambahan baku (standart 
addition method) seperti yang digunakan dalam penelitian ini. Dalam metode 
penambahan baku, dilakukan dengan membuat larutan konsentrasi 1000 ppm 
dengan 6 kali pengulangan kemudian dibaca absorbansinya setelah penambahan 
konsentrasi larutan baku 500 ppm kemudian dibuat 3 konsentrasi yang berbeda 
yaitu 80%, 100%, 120%. Setelah perhitungan maka nilai rata-rata % recovery 
yang diperoleh sebesar 100,941%. Nilai perolehan kembali ini memenuhi 
persyaratan persen perolehan kembali yaitu 98-102%. Hal ini menunjukkan 
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bahwa metode analisis penetapan kadar ekstrak etanol bunga kasumba turate 
dengan spektrofotometri mampu memberikan hasil yang akurat. 
3. Linearitas 
Linearitas merupakan kemampuan (dalam rentang tertentu) suatu 
penetapan kadar untuk memperoleh hasil uji, yang sebanding dengan konsentrasi 
analit dalam contoh. 
Hasil analisis regresi berdasarkan metode spektrofotometri diperoleh 
persamaan linier y= 0,0447x + 0,0673 dengan koefisien kolerasi (r) 0,998. 
Koefisien kolerasi ini memberikan hasil yang linear karena memenuhi kriteria 
penerimaan yaitu ≥ 0.98, koefisien fungsi regresi (Vx0) juga merupakan syarat 
dari linieritas dimana nilainya <5% (Harmita,2004). Hasil Vx0 dari pengukuran 
yaitu 4,4714%. sehingga penggunaan metode spektrofotometri UV dapat 
digunakan untuk analisis dengan hasil yang baik. 
4. Batas deteksi dan Baku kuantitas 
Batas deteksi adalah konsentrasi analit terendah dalam contoh yang dapat 
dideteksi, akan tetapi tidak perlu ditentukan secara kuantitatif hingga didapatkan 
nilai yang persis. Sedangkan batas kuantitas adalah konsentrasi terendah dalam 
contoh yang dapat diukur secara kuantitatif dengan akurasi dan presisi yang dapat 
diterima. Penentuan batas deteksi dan batas kuantitas untuk metode 
spektrofotometri UV berdasarkan simpangan respon dan kemiringan (slope) kurva 
kalibrasi. 
Hasil pengujian batas deteksi untuk metode spektrofotometri terhadap 
ekstrak etanol bunga kasumba turate menunjukkan nilai limit deteksi sebesar 
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0,01238 ppm. Hasil pengujian batas kuantitas menunjukkan nilai limit kuantitas 
sebesar 0,04128. 
5. Penetapan kadar Flavonoid dari ekstrak etanol bunga kasumba turate 
Penetapan kadar dilakukan dengan membuat konsentrasi sampel 500 ppm 
untuk 3 replikasi lalu ditambahkan AlCl3 1,2%  dan Kalium Asetat 120 mM 
kemudian di inkubasi selama 30 menit lalu diukur absorbansinya. 
Hasil perhitungan persen rendamen ekstrak etanol bungan kasumba turate 
yaitu 12,904%. Kadar flavonoid awal (x) dihitung dengan persamaan y=ax+b. 
Sehingga kadar flavonoid total yaitu 19,736 mg/QE/g Ekstrak.  
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BAB V 
PENUTUP  
A. Kesimpulan 
 Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan hasil uji Selektivitas, 
linearitas, presisi, Limited Of Dection dan Limited Of Quantitation, akurasi serta 
penetapan kadar ekstrak etanol  bunga kasumba turate dapat dilakukan secara 
spektrofotometri UV-Vis yang memenuhi syarat dengan nilai koefisien variasi < 2 
% yaitu 0,186% koefisien kolerasi 0.998, koefisien fungsi  regresi (Vx0) < 5 % 
yaitu 4,0625 %, Limited Of Dection sebesar sebesar 0,01238 ppm dan Limited Of 
Quantitation sebesar 0,04128 ppm, persen perolehan kembali sebesar 100,941% 
dan penetapan kadar rata-rata 19,736 mg/QE/g ekstrak. Sehingga dapat 
disimpulkan bahwa Ekstrak etanol bunga kasumba turate telah memenuhi standar 
validasi. 
B. Saran  
Untuk mendapatkan hasil yang lebih baik, maka masih perlu dilakukan 
beberapa penelitian lebih lanjut: 
1. Sebaiknya dilakukan pemeriksaan parameter validasi yang lainnya seperti 
spesifisitas, rentang, ketahanan, kekerasan, dan kesesuaian sistem untuk 
melengkapi data parameter validasi metode analisis. 
2. Dilakukan uji penetapan kadar ekstrak etanol  bunga kasumba turate dengan 
menggunakan metode lain dan membandingkan hasilnya dengan metode 
spektrofotometri UV-Vis. 
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LAMPIRAN I. SKEMA PENGUJIAN 
Lampiran 1. Skema Kerja Ekstraksi Kasumba Turate (Carthamus tinctorius 
L.)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Maserasi dengan etanol 70% 
Ampas Ekstrak etanol 70% 
Dipekatkan 
Sampel Bunga Kasumba turate 
 
Rotavapor 
Ekstrak pekat etanol 70% 
  
 
Lampiran 2. Pembuatan Larutan Sampel 
        
      
ad 25 ml etanol 
 
 
 
 
 
Lampiran 3. Pembuatan Larutan Baku Kuersetin  
 
 
ad 25 ml etanol p.a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
25 mg ekstrak etanol 
1000 µg/ml 
  25 mg kuersetin 
1000 µg/ml 
  
 
Lampiran 4. Penentuan panjang gelombang maksimum 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lampiran 5. Pembuatan Kurva Baku 
 
 
 
  2 ppm     4 ppm      6 ppm     8 ppm     10 ppm   12 ppm     14 ppm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Inkubasi 30 menit suhu 
37   C  
Larutan baku kerja 
Analisis Spektrofotometri UV-Vis 
AlCl3 1.2 %  
Kalium Asetat 120 mM 
Larutan Baku konsentrasi 10 ppm dalam pelarut etanol 
Diukur serapannya pada 
pada λ 400-500 nm 
Data pengukuran 
Hasil 
  
 
Lampiran 6. Pengujian kadar Flavonoid 
 
 
 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Inkubasi 30 menit suhu 
37   C  
Analisis Data  
AlCl3 1.2 %  
Kalium Asetat 120 mM 
Dipipet 1 mL dari 1000 ppm 
Replikasi 3 kali 
  
 
Lampiran 7. Skema Prosedur Validasi 
1. Pengujian presisi  
 
 
- dimasukkan kedalam 
labu tentukur 10 ml 
- Dicukupkan volume 
dengan etanol 
 
- Dipipet 1 ml, 
dimasukkan kedalam 
labu tentukur 10 ml 
- Dicukupkan volume 
dengan etanol 
    
 
- Dipipet 1 ml, 
dimasukkan kedalam 
labu tentukur 10 ml 
- Dicukupkan volume 
dengan etanol 
 
 
 
 
 
 
 Gambar 1. Skema kerja pengujian presisi metode spektrofotometri Uv terhadap 
ekstrak kasumba turate. 
 
 
 
Replikasi 7 kali 
 
Ekstrak etanol kasumba turate 10 mg 
Larutan 10 ppm 
 
Larutan 1000 ppm 
Larutan 100 ppm 
Analisis Data 
  
 
2. Pengujian Akurasi metode spektrofotometri UV 
 
 
 
- Direplikasi 3 kali 
 
- Dicukupkan 
volumenya dengan 
etanol hingga 25 ml. 
 
- Dipipet 0,5 ml dan 
dicukupkan hingga 10 
ml dengan etanol 
untuk 50 ppm. Dipipet 
1 ml dan dicukupkan 
hingga 10 ml dengan 
etanol untuk 100 ppm. 
Dipipet 1,5 ml dan 
dicukupkan hingga 10 
ml dengan etanol 
untuk 150 ppm. 
Dipipet 2 ml dan 
dicukupkan hingga 10 
ml dengan etanol 
untuk 200 ppm. 
Dipipet 2,5 ml dan 
dicukupkan hingga 10 
ml dengan etanol 
untuk 250 ppm. 
Dipipet 3ml dan 
dicukupkan hingga 10 
ml dengan etanol 
untuk 300 ppm.  
 
- Diukur dengan 
spektrofotometri 
 
 
Gambar 2: skema kerja pengujian akurasi metode spektrofotometri uv terhadap sampel 
ekstrak etanol kasumba turate 
 
 
Pembahasan
n 
Kesimpulan
n 
Larutan Sampel 
Sampel Ekstrak kasumba turate setara 25 mg 
Analisis data 
  
 
 
 
- dimasukkan kedalam 
labu tentukur 25 ml 
- Dicukupkan volume 
dengan etanol 
 
- Dibuat 5 konsentrasi 
yang berbeda 50ppm, 
100ppm, 150ppm, 
200pm, 250ppm, 300 
ppm 
   
  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Larutan 1000 ppm 
Larutan Baku 80% 
Sampel ekstrak etanol bunga kasumba turate 25 mg (3 replikasi) 
Larutan baku 100% Larutan baku 120% 
Analisis Data 
  
 
3. Pengujian linearitas, LOD, LOQ metode spektrofotmeti UV 
 
 
- Dilakukan pengenceran 
dengan konsentrasi, 0,5 
ppm, 0,75 ppm, 1 ppm, 
1,25 ppm, 1,5 ppm 1,75 
ppm 
- Masing-masing diukur 
dengan spektrofotometri 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Gambar 3: skema kerja pengujian linearitas, batas deteksi, dan batas kuantitas metode 
spektrofotometri UV terhadap ekstrak etanol kasumba turate 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hasil pengukuran 
Sampel Ekstrak kasumba turate  
Batas deteksin 
Analisis data 
Kesimpulan
n 
Linearitas Batas kuantitasn 
Pembahasan 
  
 
Lampiran 4. Pembuatan Larutan 
a. Pembuatan Larutan  
1. Pembuatan Larutan Induk 
Larutan induk dibuat dengan cara melarutkan 25 mg pembanding dalam 25 ml etanol p.a 
hingga larut kemudian dicukupkan volumenya dalam labu takar 25 ml hingga tanda batas sehingga 
diperoleh larutan induk 1000 ppm sebanyak 25 ml. 
2. Pembuatan Larutan  Standar 
Untuk 2 ppm 
Larutan induk 10 ppm yang diencerkan menjadi 2 ppm sebanyak 10 ml. 
M1 x V1 = M2 x V2 
10  ppm x V1 = 2 ppm x 10 ml 
V1 =  
V1 = 2 ml 
V1 = 2000 µl 
Larutan induk 10 ppm diambil sebanyak 2000 µl dan diencerkan pada labu takar 10 ml sampai 
tanda batas. 
3. Pembuatan Larutan Kalium Asetat 120  mM 
M=  
Mol=  
1 M=  
X= 1 mol  0.12 mM 
g = M x Bm x V 
   = 0,12 x 176,8 x 0,025 
   = 0,5304  
Kalium asetat diambil sebanyak 0,5304  g dan dilarutkan pada labu takar 25 mL  
menggunakan aquadest sampai tanda batas. 
  
 
4. Pembuatan Larutan AlCl3 1,2 % 
AlCl3 1,2 % dibuat dengan melarutan 2,5 gram AlCl3 dengan aquadest hingga volume 25 
ml. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
LAMPIRAN II PERHITUNGAN KURVA BAKU 
Perhitungan Kurva Baku 
Konsentrasi Sampel (ppm) Serapan (A) 
2 0,160 
4 0,248 
6 0,324 
8 0,416 
10 0,529 
12 0,619 
14 0,679 
 
Persamaan garis linier  y = ax + b 
       = 0,0447x + 0,0673 
    r = 0,998 
Gambar kurva baku 
 
  
 
LAMPIRAN III 
PERHITUNGAN PRESISI METODE SPEKTROFOTOMETRI UV 
Tabel 3. Perhitungan Presisi 
No Bobot 
(mg) 
Absorban   
1 10 0,459 0,0032 0,00001024 
2 10 0,458 0,0022 0,00000484 
3 10 0,456 0,0002 0,00000004 
4 10 0,456 0,0002 0,00000004 
5 10 0,454 -0,0018 0,00000324 
6 10 0,454 -0,0018 0,00000324 
7 10 0,454 -0,0018 0,00000324 
Rata-rata 0,4558  
∑0,00002588 SD 0,00085  
RSD 0,186%  
 
Perhitungan: 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Perhitungan kadar  
% Kadar1  
% Kadar2  
% Kadar3  
% Kadar4  
% Kadar5  
% Kadar6  
% Kadar7  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
LAMPIRAN IV 
PERHITUNGAN AKURASI METODE SPEKTROFOTOMETRI UV 
Tabel 4. Perhitungan persen perolehan kembali (% recovery) 
 
% recovery  
Keterangan: 
Konsentrasi Sampel 
Konsentrasi Sampel Sebenarnya 
Konsentrasi Baku yang ditambahkan 
 
 
No Bobot 
Sampel 
(g) 
Konsentrasi 
(ppm) 
Baku yang 
ditambahkan 
(%) 
Absorbansi Perolehan 
kembali 
(mg) 
Perolehan 
kembali 
(%) 
1 0,02510 
50 
80 
0,419 
7,45 100,948 
100 0,435 
150 0,455 
200 0,470 
250 0,493 
300 0,515 
2 0,02515 
50 
100 
0,542 
10,32 100,978 
100 0,565 
150 0,587 
200 0,601 
250 0,628 
300 0,640 
3 0,02511 
50 
120 
0,589 
11.13 100,898 
100 0,606 
150 0,628 
200 0,649 
250 0,675 
300 0,695 
Rata-Rata 100,941 
  
 
Untuk kadar 100 % 
NO Konsentrasi (ppm) Absorbansi 
1 50 0,542 
2 100 0,565 
3 150 0,587 
4 200 0,601 
5 250 0,628 
6 300 0,640 
Slop (b) 0,5245 
Aksis intersep (a) 0,0004 
Koefisien kolerasi (r) 0,9960 
Ketika x = 0 maka y= 0,5245 
y  = 0,0447x + 0, 0673 
0,5245 = 0,0447x + 0, 0673 
0,5245 - 0, 0673 = 0,0447x 
0,4572 = 0,0447 x 
X =  
Y  = 0,0004 (10,22) + 0,5245 
  = 0,004088 + 0,5245 
  = 0,528588 
Sehingga  
0,528588 = 0,0447 x + 0,0673 
0,528588 - 0,0673 = 0,0447 x 
0,461288 = 0,0447 x 
X = 10,32Jadi  
  
 
LAMPIRAN V 
PERHITUNGAN BATAS DETEKSI DAN BATAS KUANTITAS METODE 
SPEKROFOTOMETRI 
Blanko Absorbansi 
  
1 0,002 -0,0025 0,00000625 
2 0,005 0,0005 0,00000025 
3 0,004 -0,0005 0,00000025 
4 0,005 0,0005 0,00000025 
5 0,003 -0,0015 0,00000225 
6 0,007 0,0025 0,00000625 
7 0,007 0,0025 0,00000625 
8 0,006 0,0015 0,00000225 
9 0,006 0,0015 0,00000225 
10 0,000 -0,0045 0,00002025 
Rata-rata 0,0045  ∑0,0004250 
 
No Konsentrasi (ppm) Absorbansi 
1 0,5 0,023 
2 0,7 0,060 
3 1 0,104 
4 1,25 0,155 
5 1,5 0,195 
6 1,75 0,237 
Rata-rata 0,129 
 
 
  
 
y  = 0,1744x + 0,0672 
r = 0,999 
 
 
 
 
Batas Deteksi 
 
Batas Kuantitas 
 
Keterangan:  
SD  = simpangan baku respon analitik dari blanko 
B = slope 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
LAMPIRAN VI 
PERHITUNGAN PENETAPAN KADAR FLVONOID TOTAL 
1. Perhitungan Persen Rendamen Ekstrak Etanol Kasumba Turate (Chartamus tinctorius L.) 
Persen rendamen ekstrak =   
      x 100% 
    12,904 %  
2. Perhitungan kadar flavanoid total 
a. Kandungan flavanoid awal (x) 
Persamaan linear     
    y= ax + b 
    a= 0,0447 
    b= 0,0673 
    r= 0,9961 
    x=   
b. Replikasi I  
Y  = ax + b 
0,527 = 0,0447x + 0, 0673 
0,0447x =0,527 - 0, 0673 
 X  =  mg/L 
 
Replikasi II 
Y  = ax + b 
0,528  = 0,0447x + 0, 0673 
0,0447x =0,528 - 0, 0673 
 X =  mg/L 
 
Replikasi III 
Y  = ax + b 
0,513 = 0,0447x + 0, 0673 
0,0447x =0,513 - 0, 0673 
 X  =  mg/L 
 
c. Flavonoid total =  
 
Replikasi I    =  
Replikasi II  =  
Replikasi III =  
  
 
Jadi Rata –Rata flavonoid total adalah  =  
mgQE/g Ekstrak 
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